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. Kurzzusammenfassung

Naturstoffe nehmen immer starker an Bedeutung zu. Neben der Verwendung als Zusatzstoffe in der
Kosmetikindustrie, wie beispielsweise in Cremes und Waschlotionen, haben Naturstoffe groRe
Bedeutung in der Pharmakologie. Spatestens seit der Entdeckung von Penicillin durch Alexander
Fleming wurden die Naturstoffe zu einer wichtigen Quelle fur die Naturstoffchemie.

In dieser Arbeit soll durch Modifizierung der Naturstoffe Betulin und Betulinsdure ein Konzept
entwickelt werden, mit welchen zwei voneinander unabhdngige Tumorentitiaten (Tumortherapien)
bearbeitet werden koénnen. In einem ersten Projekt, der Hemmung der Carboanhydrase IX als
Angriffspunkt fur ein drug-targeting, mussten zunachst unterschiedliche Inhibitoren, basierend auf
Betulin und Betulinsaure, synthetisiert und charakterisiert werden. Bei der Carboanhydrase handelt es
sich um ein Metalloenzym mit Zink als aktivem Zentrum, welches eine entscheidende Rolle bei der
Umsetzung von Kohlendioxid und Wasser zu Protonen und Bicarbonat-lonen spielt. Eine besondere
Stellung nehmen im Rahmen dieser Arbeit die CA IX und CA XII ein. Die Carboanhydrase IX ist ein
membrangebundenes Protein mit extrazellularem katalytischem Zentrum, welches Uberwiegend in
hypoxischen Bereichen von Tumoren zu finden ist. Fur die Inhibierung der CA IX und der damit
verbundenen Schwachung von hypoxischen Tumoren und Anreicherung des Wirkstoffes am Wirkort
wurden Sulfamate verwendet, welche bereits eine bedeutende Stellung in der Entwicklung neuer
Carboanhydrase-Inhibitoren in der Literatur einnehmen, ebenso die Sulfonamide. Eine dritte Stoffklasse
sind cyclische Sulfonamide, darunter Saccharin. Als eine weitere inhibierende Gruppe wurde
Acetazolamid eingefiihrt. Acetazolamid gilt als Standardinhibitor fur die CA IX, wodurch eine
Anbringung an den Naturstoff Betulin sehr vielversprechend war. Neben den inhibierenden Gruppen,
wurden auch die verwendeten Linkerlangen variiert. Dies sollte einen Einblick geben, ob der Abstand
zwischen dem Wirkstoff und der Enzym-Bindegruppe einen Einfluss auf die Bindung an das Enzym
hat. Alle neu synthetisierten Verbindungen wurden einer zytotoxischen Untersuchung unterzogen.
Hierfir wurden vier verschiedene humane Tumorzelllinien und eine Normalzelllinie verwendet. Um die
These der Carboanhydrase-Inhibierung bestétigen zu kénnen, wurde im Rahmen dieser Arbeit (fiir die
Bestimmung der Dissoziationskonstante ki) ein Enzym-Kinetik-Assay etabliert, welcher auf der
Verwendung von para-Nitrophenylacetat als Substrat basierte. Es konnte dabei gezeigt werden, dass
sowohl bei der Bestimmung der Zytotoxizitdt, als auch bei der Bestimmung der
Dissoziationskonstanten, die hergestellten Sulfonamide und die Derivate des Acetazolamids die
effektivste Wirkung, mit ICso-Werten in einem Bereich von 5 - 10 puM und ki-Werten in einem Bereich
zwischen 0.12 - 1.2 uM, zeigten. Ein zweiter wichtiger Ansatzpunkt fur den Einsatz von Naturstoffen,
ist die Entwicklung topischer Applikationsmdglichkeiten fiir die gezielte duBerliche Behandlung von
Hauttumoren. Circa 80 % der uber 15-jahrigen Schimmel erkranken an Melanomen.

Ein weiteres Ziel in dieser Arbeit lag in der biologischen Evaluierung potentieller Wirkstoffe, um in
einem zweiten Schritt eine topische Formulierung zur Behandlung von equinen maligen Melanomen
entwickeln zu kénnen. Zur Bestimmung der zytotoxischen Wirkung wurden sowohl der SRB-, als auch
der MTT-Assay verwendet. Auch wurde, zur Bestimmung der Permeationszeit, ein zeitabhingiger SRB-
Assay durchgefiihrt. Hierbei zeigten sich erstaunliche Ergebnisse fiir den Wirkstoff NV X-207, welcher
schon nach einer Behandlungsdauer von drei Stunden einen ICso-Wert von 8 uM liefern konnte.
Durchgefiuihrt wurden diese Versuche sowohl an equinen Melanom- und Sarkoidzellen, als auch an
equinen Fibroblasten. Eine zweite wichtige Einschdtzung lieferte die Untersuchung der
Zelltodmechanismen. Hierfiir wurden vier unabh&ngige Methoden durchgefiihrt. Dabei stellte sich
heraus, dass sowohl der reine Naturstoff Betulinséure, als auch deren Derivate in der Lage sind, bei ca.
80 % der Tumorzellen, Apoptose auszuldsen (Nekrose konnte dabei zumeist ausgeschlossen werden).
Aufgrund der guten Verfugbarkeit und Uberzeugenden Wirkung, wurden Betulinsaure und NVX-207
fur alle nachfolgenden Schritte verwendet.
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II. Praambel

Die vorliegende wissenschaftliche Arbeit mit dem Titel ,,Neue Strategien fir den Einsatz von
Betulinsdurederivaten in zwei unterschiedlichen Tumorentitdten* hat zwar Betulin/Betulinsdure als
antitumor-aktive Substanz zu Grunde, nutzt jedoch die Féhigkeit des Betulins bzw. der Betulinsdure,
Apoptose auszulésen, auf unterschiedlicher Weise. Einmal durch Kombination mit einem
Enzyminhibitor zur gezielten Behandlung von Mammakarzinomen durch Hemmung eines
Oberflachenenzyms von Tumorzellen, welches als Target verwendet wird und zum anderen durch das
Nutzen der hydrophoben Eigenschaft zur Behandlung von equinen Melanomen. Aus diesem Grund
wurde fur die hier vorliegende Arbeit einer anderen Form der Gliederung gewahlt. Neben einer
allgemeinen Einleitung zum Thema Betulinsdure und der Entstehung/Behandlung maligner Tumore,
wird es eine separat Einleitung zu beiden Tumorentitéten geben.
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1. Einleitung ,,Naturstoffchemie*

1.1 Betulinsaure und deren Derivate

Eine schonende und effektive Behandlung von verschiedensten Krankheiten, insbesondere der Therapie
von Tumoren, bietet seit Langem und auch heute noch die Naturstoffchemie'. Dieses Wissen wurde
bereits im alten Agypten angewandt. Bereits 3000 v. Chr. wurde der arabische Gummibaum (Acacia
nilotica) zur duRerlichen Behandlung von Wunden® verwendet oder um ,,lahme Beine* mit einem Bad
aus Schlehen’ zu remobilisiern. Zu den bekanntesten Vertretern von Naturstoffen in der Krebstherapie
gehoren das Taxan, ein Diterpen, welches aus der pazifischen Eibe (Taxus brevifolia) isoliert werden
kann. Die Terpene, darunter auch die genannten Diterpene, sind eine Stoffklasse bestehend aus mehreren
Isoprenuntereinheiten, welche einen betréchtlichen Anteil unseres taglichen Lebens ausmachen. Je nach
Anzahl der Isopren-Einheiten bzw. Anzahl der Kohlenstoffatome lasst sich eine Einteilung in Hemi-
(C5), Mono-(C10), Sesqui-(C15), Di-(C20), Sester-(C25), Tri-(C30), Tetra-(C40) oder Polyterpene
(> C40) vornehmen, wobei jede Gruppe wiederum in azyklische und zyklische Verbindungen unterteilt
werden kann. Als Mono- oder Sesqui-Terpene kommen diese in atherischen Olen von Pflanzen vor, als
Carotinoide in unserer taglichen Nahrung oder als Polyterpene bei der Herstellung von Naturgummis®,
Viele Vertreter der Terpene, besonders die Triterpene, besitzen neben einer antibakteriellen®,
antiviralen!® 1, schmerzlinderten und antitumoralen Wirkung, ebenfalls eine nachgewiesene anti-
inflammatorische!? 3, anti-HIV!* und anti-angiogenetische'® ¢ Wirkung. Auf Grund dieser Wirkung
finden Pflanzen mit hohem Triterpengehalt schon seit Jahrhunderten Anwendung als Naturheilstoff in
der Volksmedizin®. Triterpene bestehen aus genau sechs Isopreneinheiten, welche anhand der Anzahl
an Ringsystemen eingeordnet werden kénnen. Hierbei unterscheidet man zwischen linearen (Squalen),
tetracyclischen und pentacyclischen Triterpenen. Pentacyclische Triterpene selbst unterscheiden sich
zudem, je nachdem, ob es sich um ein System bestehend aus funf Sechsringe (Ursane oder Oleanane)
oder vier Sechsringen und einem Fiinfring (Lupane) handelt!’. Vertreter von Triterpenen des Ursan-
oder Oleangriindgeristes sind die Oelanol-, Ursol- oder Maslinséure (Abbildung 1), welche von Csuk
et al. hinsichtlich ihrer biologischen Aktivitat sehr erfolgreich charakterisiert werden konnten?8-2,

Lupan-Typ Oleanan-Typ Ursan-Typ

OH OH OH

o Q (0]

HO Betulinsiure HO Oleanclsaure HO Ursolszure

OH

HO
HO

HO Maslinsure HO Asfasiure

Abbildung 1. Strukturformeln einiger Beispiele von pentacyclischen Triterpenen mit Zuordnung des jeweiligen
Typs nach Einordnung des zugrundeliegenden Ger{ists.

Gewonnen werden kann der Naturstoffe Oleanolséure aus Salbei (genus Salvia), Rosmarin (Salvia
rosmarinus) oder dem gemeinen Efeu (Hedera helix). Aus Thymian (genus Thymus), Basilikum (genus
Ocimum) bzw. der echten Katzenminze (Nepeta cataria) gewinnt man die Ursolsdure oder aus Oliven
(Olea europaea ) die Maslinséure. Die Maslinsdure besitzt sehr gute zytotoxische Eigenschaften. Sie ist
zwar nicht in der Lage, freie Radikale abzufangen, bewirkt jedoch einen Schutz der DNA vor
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Oxidation??. Zudem konnten anti-diabetische Eigenschaften der Maslinséure nachgewiesen werden?,
Einer der bedeutendsten Vertreter der Lupane ist die Betulinsaure (3--Hydroxylup-20(29)-en-28-
sdure), ein pentazyklisches Triterpenoid, welches in der Rinde von Birken (Betula alba) und Platanen
(Platanus sp.) vorkommt. Schon seit vielen Jahren stehen Betulinsédure und dessen Derivate im Fokus
der Naturheilkunde, erstmals isoliert im Jahre 1788 von Johann Tobias Lowitz?*. Betulin (3-R-Lup-
20(29)-en3,28-diol), die reduzierte Form der Betulinsdure, war eines der ersten Naturstoffe, das vor
mehr als 200 Jahren aus Pflanzen isoliert werden konnte?: 26,

Im Jahr 1995 bestatigte sich erstmals die antitumorale Wirkung von Betulinséure auf humane
Melanomzellen?’. In den Folgejahren konnte auRerdem belegt werden, dass Betulinséure eine
antitumorale Wirkung auf sehr unterschiedliche Tumorzelllinien aufweist, wobei sich eine selektive
Wirkung?® auf ausgewahlte Normalzelllinien mit einer weitaus geringen Wirkung herausgestellt hat. Ein
grofer Nachteil zeigt sich bei der Verwendung von Betulinsdure jedoch durch eine geringe
Wasserldslichkeit, welche sich mit Hilfe der chemischen Struktur des pentacyclischen Triterpens
erklaren lasst. Zusammengesetzt aus sechs Isopren-Untereinheiten, besitzt Betulinsdure ein stark
unpolares Grundgeriist (mit der allgemeinen Formel CsoHas). In Deutschland ist Betulin als Inhaltsstoff
von Hautcremes zugelassen (siehe Imlan Creme Pur). Das Ziel dieser Cremes ist die Behandlung von
aktinischer Keratose. Eine Applikation Uber die Haut soll also gewahrleisten, dass eine systemische
Anreicherung des Wirkstoffes im Korper nicht stattfinden kann. Im Fall einer intravendsen oder oralen
Verabreichung, beispielsweise zur Behandlung von innenliegenden Tumoren, ist es jedoch zwingend
notwendig, die Bioverfligbarkeit des Wirkstoffes im Organismus zu erhohen. Eine Mdglichkeit, die
hydrophoben Eigenschaften zu verbessern, besteht in der Anbringung hydrophiler Seitenketten.
Mdglich ist dies an der C3-, C19-, und C28-Position des Betulins/der Betulinsaure, dargestellt in
Abbildung 2. Durch Anbringung einer polaren Seitenkette (als Beispiel soll eine Sulfamat-Gruppe
dienen, da auf diese funktionelle Gruppe spater noch genauer eingegangen wird) mit Hilfe eines
moglichst labilen Linkers, wahlweise einem Ester, kommt es neben der verbesserten Loslichkeit?® %
auch zum gezielten drug-targeting von Zielstrukturen, bspw. der Carboanhydrase 1X (siehe Kap 3.1.1).

3
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Abbildung 2. Strukturformel von Betulinsdure (BS). Durch das Einfilhren von polaren Seitenketten an den
Positionen C3, C19 und C28 kommt es zur Erhéhung der Polaritat und einer daraus folgenden Verbesserung der
Wasserloslichkeit.

In den letzten Jahren konnten ausfiihrliche Untersuchungen von Paschke et al. durchgefuihrt werden,
welche die Bedeutung der Betulinsdure zeigen sollen®3*, Ein Derivat, welches schon ausfiihrlicher
untersucht wurde, ist NVX-207, ein Tris-Ester der Betulinsdure (durch Anbringung von
Tris(hydroxymethyl)aminomethan). M. Willmann und R. Paschke et al. konnten in einem Versuch mit
spontan auftretenden Tumoren bei Hunden zeigen, dass eine Injektion von NV X-207 in den betreffenden
Bereich zu einem Riickgang des tumordsen Gewebes flihrte®®. Zudem wurden erfolgreich
Untersuchungen mit Hilfe des Wirkstoffes NVX-207 an Glioblastomazellen durchgeftihrt®. In einer
Zusammenarbeit der Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg und der Tierhochschule Hannover
kam es im Jahr 2015 erstmals zu Versuchen an equinen Melanomzellen. Nach genaueren
Untersuchungen der Zytotoxizitat und nach Aufklarung der ablaufenden Zelltodmechanismen, konnten
erste Versuchen an ergrauten Pferden, besser bekannt als Schimmel, durchgefiihrt werden. Hierfir
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injizierten Liebscher et al. in regelmaligen Abstdnden den geltsten Wirkstoff NVX-207 in equine
maligne Melanome zweier Patienten der Pferdeklinik Hannover®. Das Ausbleiben von
Nebenwirkungen bei beiden Pferden zeigte eine gute Toleranz des injizierten Wirkstoffes, jedoch wurde
die Behandlung durch einen sehr groRen Aufwand (Transport und Sedierung der Pferde, Verhartungen
in den Tumoren, wodurch eine Injektion kaum moglich war usw.) erschwert. Wie schon bei den zuvor
beschriebenen Hautcremes zur Behandlung von aktinischer Keratose, ware das Einbringen des
Wirkstoffes in eine Creme-Formulierung ein neuer Ansatzpunkt in der lokalen Behandlung von equinen
Melanomen.

1.2 Entstehung und bisherige Behandlung maligner Tumore

Unter dem Begriff Tumor versteht man im weitesten Sinne die unkontrollierte Vergrdf3erung,
Woucherung, Neubildung oder ein Anschwellen von Gewebe. In Hinsicht auf Wachstum, Abgrenzung
zum gesunden Gewebe und Verlauf kann eine Einteilung in gutartige (benigne) oder bosartige (maligne)
Tumore erfolgen. Benigne Tumore zeichnen sich durch ein langsames und verdrangendes Wachstum
aus. Eine Invasion in umliegendes (gesundes) Gewebe tritt in den seltensten Fallen auf, weshalb die
Prognosen von therapeutischen MalRnahmen héufig vielversprechend sind. Dem gegeniber besitzen
maligne Tumore ein schnelles, invasives Wachstum und sind in der Lage, in benachbartes Gewebe oder
andere Organe zu Metastasieren. Eine Mutation der benignen Tumore in maligne Tumore ist jedoch
nicht ausgeschlossen, wie beispielsweise die Mutation von Dickdarmpolypen, welche héufig zu
Adenokarzinomen entarten. lhre Entstehung haben Tumore oftmals in der Anh&ufung von Mutationen
bestimmter Gene (Tumorsuppressorgene), oder in der Belastung mit chemischen, biologischen und
physikalischen Karzinogenen. Ebenfalls moglich ist das Ausldsen von Zellmutationen durch bestimmte
Viren, beispielsweise dem humanen Papillomvirus (HPV). Alle Ursachen haben demnach eine
Veranderung des Erbgutes gemein. Soliden, malignen Tumoren steht auf Grund ihres schnellen
Wachstums und der daraus folgenden unzureichenden Blutversorgung tendenziell weniger Sauerstoff
zur Verfligung, sodass es zur Umstellung des Stoffwechsels kommt. Tumore haben auf zellul&rer Ebene
alle eine Folge von Eigenschaften gemeinsam, welche nach Hanahan und Weinberg als ,,The hallmarks
of cancer bezeichnet werden®.

Abbildung 3. Schematische Darstellung der ,,Hallmark of Cancer*, welche zusammen fiir das invasive Wachstum
von malignen Tumoren sorgen.

Zur Behandlung von benignen und maligen Tumoren stehen zum jetzigen Stand drei wichtige Methoden
zur Verfugung. Neben der chirurgischen Entfernung und der lokalen Strahlentherapie, finden
zytostatische Chemotherapeutika eine breite und wirksame Anwendung. Mehr als 35 verschiedene
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Medikamente (Stand 08.02.2021, © AMBOSS), unterteilt in 5 Hauptgruppen und 16 Untergruppen.
Alle bisher verwendeten zytostatischen Chemotherapeutika haben das Ziel gemein, direkt oder indirekt
zur Reduktion von schnell proliferierenden Zellen beizutragen. Um dieses Ziel zu erreichen, werden
multiple Nebenwirkungen in Kauf genommen. Ein sehr bekanntes Beispiel stellt Cisplatin dar, welches
nach Einfuhrung vor uber 40 Jahren als Zytostatika in die klinische Onkologie, noch heute einen
wichtigen Stellwert in der Therapie von soliden Tumoren besitzt. Die erste Verbindung der Cisplatin-
basierten Wirkstoffe fand bereits 1978 klinische Anwendung® %°. Nach Einnahme kommt es rasch zum
Ligandenaustausch, sodass die kationischen Platinionen in der Lage sind, in den Zellkern einzudringen
und mit nucleophilen Molekdilen, wie der DNA, zu interagieren. Nach Erreichen der DNA erfolgt ein
nucleophiler Angriff des N7 (Sticksoff Position 7) vom Guanin zum Platin. Als Folge dessen treten
sowohl Verkniipfungen innerhalb eines DNA-Stranges (Intrastrang-Quervernetzung), oder zwischen
benachbarten DNA-Strdngen (Interstrang-Quervernetzung) auf. Des Weiteren flihrt Cisplatin zu
Punktmutationen und hemmt so die Reparatur der DNA*4!, Da dieser Effekt auch in dem benachbarten,
gesunden Gewebe auftritt, kommt es nach Einnahme von Cisplatin zu starken Nebenwirkungen, wie
Neurotoxizitat, Immunsuppression, Haut- und Schleimhautentziindungen, Ubelkeit und Nephrotoxizitat
(Schadigung der Nieren)®®. Ein vielversprechender Ansatz war auf Grund der auftretenden
Nebenwirkungen eine Kombination von Cisplatin mit den antitumor Eigenschaften von pentacyclischen
Triterpenen, welche im Jahr 2014 von Paschke et al. hin untersucht wurde*2. Dabei zeigten sich in vitro
ahnliche zytotoxische Eigenschaften, wie die der Betulinséaure, jedoch deutlich gréBere Selektivitaten?,
Alle bisher betrachteten zytostatischen Chemotherapien sind jedoch durch ein Zielpunkt
gekennzeichnet: dem Auslésen des programmierten Zelltods.

1.3 Apoptose und andere Formen des Zelltodes

In der klassischen Betrachtungsweise werden zwei Formen des Zelltods voneinander unterschieden.
Eine Form ist die Apoptose, der programmierte Zelltod, welcher im Normalfall bei Fehlbildung oder
Alterung von Zellen einsetzt. Die Aktivierung der Apoptose kann Uber zwei Wege erfolgen; dem
extrinsischen oder dem intrinsischen Weg (Abbildung 4). Bei dem extrinsischen Weg wird die
Apoptose durch Bindung eines Liganden (Tumornekrose Faktor TNF) an den death receptor induziert.
Durch die Bindung an diesen Rezeptor kommt es zur Trimerisierung und zur Rekrutierung des Fas-
associated death domain proteins (FADD) und der Initiatorcaspasen 8 und 10. Im entstandenen death-
inducing signaling complex (DISC) wird durch die raumliche Néahe, die autokatalytische Aktivierung
der Initiatorcaspasen ermoglicht** #4: bis zur Aktivierung der Caspase 3. Die weiteren Schritte erfolgen
vergleichbar zum intrinsischen Weg. Der intrinsische Weg wird in Folge von intrazelluldren Signalen
aktiviert, resultierend aus zellularem Stress wie DNA-Schéden, Hypoxie, Schadigung der
Mitochondrien, Alterung, zytotoxischen Substanzen oder einem fehlerhaften Zellzyklus. Dabei geht die
Aktivierung einher mit der Bildung von Poren in der &ufReren Mitochondrienmembran (MOMP), was
zu Folge hat, dass Cytochrom C aus dem Intermembranraum der Mitochondrien stromt. Aktiviert durch
das freigesetzte Cytochrom C kommt es zur Ausbildung von Apoptosomen und zur Aktivierung der
Caspase 9 und 3. Bei beiden Wegen der Apoptose kommt es zu morphologisch sichtbaren Anderungen,
wie dem Schrumpfen der Zellen verbunden mit der Ausstilpung der Membran (blebbing) und dem
Abbau der DNA in definierte Bruchstiicke. Verantwortlich fur die Spaltung der DNA ist die Caspase-
activated DNase (CAD), eine Nuklease, die Bindungen zwischen den Nukleosomen der DNA spaltet
und somit die DNA in oligonukleosomalen Fragmenten von rund 50 oder 300 kbp oder ganzzahligen
Vielfachen zerlegt. In Kapitel 4.2.2.3 soll darauf genauer eingegangen werden.
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Abbildung 4. Stark vereinfachte Darstellung der extrinsischen und intrinsischen Apoptoseinduktion. Der
extrinsische Weg wird Uber die Aktivierung des death receptors durch Anbindung eines Tumornekrosefaktors
(TNF) aktiviert. Dabei wird Caspase 8 aktiviert, welche zur Aktivierung der Caspase 3 fuhrt. Die intrinsische
Apoptoseinduktion wurde durch Einfliisse, wie hypoxischer Stress oder Toxine ausgeldst, welche Uber eine
weitere Caspase-Kaskade zur Aktivierung der Caspase 3 fiihrt. Es kommt anschliefend zur DNA - Fragmentierung
und Bildung von apoptotischen Kérperchen.

Wenige Minuten nach Induktion der Apoptose kann die Phospholipidasymmetrie der Zellmembran nicht
mehr aufrechterhalten werden. Indessen kommt es zur Umverteilung des Phosphatidylserins (PS),
welches sich im Normalfall ausschlieBlich auf der zum Zytosol gewandten Innenseite der
Lipiddoppelschicht befindet, sodass dieses ebenfalls auf der nach aulen gewandten Seite zu finden ist.
Inwieweit dieser Prozess mit der Aktivierung der Caspasen und der mitochondrialen
Membranpermeabilisierung zusammenhangt, ist unklar®. Die Apoptose wird durch die Bildung
apoptotischer Kérperchen und deren Erkennung durch Phagozyten abgeschlossen. Dies fiihrt, anders als
bei der Nekrose, nicht zur Aktivierung inflammatorischer Prozesse.

Bei der Nekrose, dem nicht-programmierten Zelltod, kommt es durch starke Schadigungen der Zellen
zum Anschwellen dieser bis hin zum Aufplatzen und somit zum Verlust der Membranintegritat. Ein
Ausstrémen der Zellkomponenten in den extrazellularen Raum fiihrt zur Aktivierung des Immunsystems
und den damit verbundenen Entziindungsreaktionen.

Weiterhin wird die Rolle von Autophagie fiir den Zelltod und deren Zusammenspiel mit Apoptose
diskutiert. Autophagie hat zur Aufgabe, vor allem im Hungerzustand zytoplasmatische Komponenten
wie aggregierte Proteine oder geschadigte Organellen aus dem Zytosol zu entfernen und abzubauen, so
dass die dabei erhaltenen Makromolekiile wieder verwendet werden konnen“. Erstmals entdeckt im
Jahr 1990 bei einer mikroskopischen Untersuchung von Hefe, welche in einen Hungerzustand gebracht
wurde®®. Bei der Autophagie wird im ersten Schritt das sogenannte Autophagosom gebildet. Es kommt
zunachst zur Nukleation von Membranbestand-teilen, welche durch Mitwirken von verschiedenen
Proteinen zum Doppelmembranvesikel tibergehen*’: %8, In dieses Autophagosom wird das Protein oder
Organell eingelagert. AnschlieRend erfolgt die Fusion mit dem Lysosom, wodurch der pH-Wert im
Autolysosom sinkt und die Hydrolasen des Lysosoms den Abbau des entsprechenden Proteins oder des
Organells katalysieren. Morphologisch ist die Autophagie erkennbar an einer Anhdufung von
Autolysosomen (Vesikeln) im Zytoplasma®. Eine zu hohe Anreicherung von Autolysosomen kann zum
Kollaps der Zellfunktionen fiihren und resultiert in der Aktivierung von Caspasen und DNA-
Fragmentierung, den typischen Merkmalen der Apoptose®.



1.4 Wirkungsweise von Betulinsdure

Der Wirkmechanismus von Betulinsdure wird in der Literatur unterschiedlich diskutiert. Wahrscheinlich
ist, dass alle genannten Mechanismen eine Rolle spielen, der bekannteste jedoch das Auslésen von
Apoptose Uber den mitochondrialen Weg®® ist. Charakteristisch ist dabei die Permeabilisierung der
Mitochondrialmembran mit vorangeschrittener Anderung des mitochondrialen Membranpotentials, der
Freisetzung von Cytochrom C und der Aktivierung der Caspase-Kaskade®2. Ein zweiter Weg besteht in
der Inhibierung von Tropoisomerase |, welche bei der Replikation, Rekombination und Transkription
der DNA beteiligt ist>®. Ebenfalls beschrieben ist die Hemmung der Angiogenese und die starke
Verringerung von metastasierendem Gewebe!® >+57, Als vierter moglicher Weg ist die Aktivierung der
Apoptose via Phosphorylierung von proapoptotic mitogenactivated protein kinase (MAPK) und den
Proteinen p38 und SAP/JNK beschrieben®®. Im Rahmen dieser Arbeit soll genauer auf die Induktion von
Apoptose tber den mitochondrialen Weg eingegangen werden. In einer Veroffentlichung von Fulda et
al. im Jahr 2009 konnte die Induktion von Apoptose durch Betulinsdure an isolierten Mitochondrien,
durch den Verlust des mitochondrialen Membranpotentials, nachgewiesen werden. Ein &hnlicher Effekt
konnte nach Zugabe von bongkrekic acid, einem Inhibitor des mitochondrial permeability transition
pore complex (PTPC), beobachtet werden. Zum Vergleich wurde neben diesem auch der Einfluss des
Caspase-Inhibitors zVAD-fmk untersucht, welcher jedoch deutlich andere Effekte zeigte®2. Auch in
intakten Zellen konnte in Folge dieses Versuches gezeigt werden, dass Betulinsaure die Freisetzung von
Cytochrom C beeintrachtigt und somit die Apoptose tber einen mitochondrialen Weg auslost. Die
Behandlung mit dem Breitbandinhibitor zvVAD-fmk der Caspasen vor der Behandlung mit Betulinsdure
zeigt zwar auch bei der Verwendung von intakten Zellen eine Reduktion der Apoptoseinduktion, aber
schitzt die Zellen nicht vor Apoptose. Daraus folgend wurde das Vorhandensein anderer Wege fir die
Induktion von programmiertem Zelltod untersucht. Vermutlich werden mehrere Wege des
programmierten Zelltods bei Behandlung mit Betulinséure gleichzeitig aktiviert. Dies zeigt die enorme
antitumorale und antibakterielle Effizienz von Betulinsdure.



2. Zielstellung

Wie im Titel dieser Dissertation ,,Neue Strategien fiir den Einsatz von Betulinsdurederivaten in zwei
unterschiedlichen Tumorentitadten® bereits deutlich gemacht, ist das Ziel dieser Arbeit, die
Antitumoreigenschaften des Betulins bzw. der Betulinséure gezielt gegen unterschiedliche Tumorarten
S0 einzusetzen, dass Nebenwirkungen maéglichst minimiert oder ausgeschlossen werden kdnnen.
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Abbildung 5. Darstellung des Konzeptes dieser Arbeit als Venn-Diagramm. Auf der linken Seite (blau) ist die
Herangehensweise des ersten Projektes, der Hemmung der Carboanhydrase 1X, gezeigt. Auf der rechten Seite (rot)
sind die Erarbeitungen und der Ablauf fur die Entwicklung einer topischen Applikationsform fiir die Behandlung
von equinen Melanomen dargestellt. In der Mitte (violett) ist der Bereich dargestellt, in dem beide Projekte sich
Uberschneiden.

Wie in Abbildung 5 dargestellt sind Betulinsdure bzw. deren Derivate das verknipfende Element
zwischen den beiden in dieser Arbeit angestrebten Ldsungsansétzen fur neue Tumortherapien. Folgende
Teilziele standen im Fokus dieser Arbeit:

A) Die Carboanhydrase IX als target in der Tumortherapie (drug-targeting)
B) Die lokale Tumorbehandlung bei equinen Melanomen

A) Die Carboanhydrase 1X als Target in der Tumortherapie (drug-targeting)

In diesem Teilgebiet der Dissertation wurden neue Erkenntnisse der Medizin fiir einen drug-targeting
Effekt ausgenutzt. Tumorzellen sichern ihr Uberleben, indem sie das Enzym Carboanhydrase 1X auf
deren Oberflache Uberexprimieren, wodurch die Tumorzelle in der Lage ist, den pH-Wert im Inneren
der Zelle konstant zu halten. Dieses Enzym kann als Erkennungsregion (target) genutzt werden, um
gezielt Wirkstoffe im betroffenen Gewebe zu platzieren.
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Hierfur mussten folgende Teilaufgaben erflllt werden:
I. Verknlpfung unterschiedlicher Bindegruppen mit Betulin bzw. Betulinséure

An dieser Stellen soll ausgewahlte Beispiele der einzelnen Substanzklassen gezeigt werden. Alle vier
gezeigten Substanzklassen besitzen eine Zink-Bindegruppe, mit Hilfe derer es mdglich ist, das aktive
Zentrum der CA 1X zu inhibieren und den Wirkstoff im Tumorgewebe anzureichern.
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2. Analytische Charakterisierung der synthetisierten Substanzen

a) H-NMRund b) Massenbestimmung (ESI)
3. Biologische Evaluierung aller Verbindungen

a) SRB-Assay an humanen Tumorzelllinien und einer Normalzelllinie
4. Entwicklung und Anwendung eines Enzym-Kinetik-Assays

a) Bestimmung optimaler Messbedingungen
b) Bestimmung der Dissoziationskonstanten k;aller Inhibitoren
c) Vergleich mit literaturbekannten Inhibitoren

B) Die lokale Tumorbehandlung bei equinen Melanomen

Das zweite Teilgebiet dieser Arbeit nutzt die Eigenschaft der Betulinséure, welche sich bisher als groRen
Nachteil fir eine Anwendung als Chemotherapeutikum zeigte - die sehr schlechte Wasserloslichkeit.
Am Beispiel der Behandlung von Melanomen bei Pferden sollte das hohe zytotoxische Potential der
Betulinsdure und deren Derivate, aber auch die starke Lipophilie genutzt werden, um lokale Effekte zu
erzielen, ohne, dass der Wirkstoff tiefer in den Organismus eindringt und zu Nebenwirkungen fiihrt. Die
im Rahme dieser Dissertation durchgefiihrten Forschungsarbeiten hatten das Ziel, eine biologische
Charakterisierung der Wirkstoffe an equinen Zelllinien durchzufuhren und gliedern sich ein in ein
Gesamtprojekt, bei dem Formulierung des Wirkstoffes sowie Tierversuche durch Kooperationspartner
durchgefiihrt wurden.

Es mussten folgende Teilaufgaben erfiillt werden:
1. Kultivierung equiner Zelllinien

a) Equine Melanomzellen
b) Equine Sarkoidzellen
c) Equine Fibroblasten



2. Bestimmung der Zytotoxizitat an equinen Zellinien

a) SRB-Assay
b) Zeitabhéngiger SRB-Assay
c) MTT-Assay

3. Untersuchung der Zelltodmechanismen

a) AnnexinV

b) Zellzyklusanalyse
c) Caspase 3-Assay
d) TUNEL-Assay

Ziel des Gesamtprojektes war, aufbauend auf den in dieser Dissertation erarbeiteten Ergebnissen, nicht
nur die Entwicklung eines topischen Applikationssystems, sondern ebenso die Durchfiihrung von
Tierversuchen in Phase I und 1.



3. Carboanhydrase I1X als Target in der Tumortherapie
3.1 Einleitung
3.1.1 Die Carboanhydrase

Enzyme spielen eine Schliisselrolle bei der Regulierung des Stoffwechsels aller Organismen. Dabei ist
die Carboanhydrase (CA), ein Metalloenzym mit Zink als aktivem Zentrum, ein wichtiges Enzym bei
der Umsetzung von Kohlenstoffdioxid und Wasser in Bicarbonat-lonen und Protonen; sie sind daher
unabdingbar fur Transport, Saure-Base-Regulierung, den Gasaustausch, fur die Photosynthese und die
CO,-Fixierung. Bis heute sind funf verschiedene Carboanhydrase-Genfamilien bekannt (a-, B-, y-, 8-, C-
Carboanhydrase), welche sich in den primdren Aminosduresequenzen, der 3D-Tertidrstruktur (a-
Carboanhydrasen sind normalerweise Monomere und selten Dimere, B -Carboanhydrasen kommen eher
als Dimere, Tetramere oder sogar Octamere vor) und dem Metallion im Zentrum unterscheiden.
Demnach besitzen die a-, B-, 6-Carboanhydrase ein Zink(Il)-lon, B-Carboanhydrasen teilweise ein
Eisen(l1)-lon und ¢-Carboanhydrase ein Cadmium(Il)-lon als aktives Zentrum® ¢, q-Carboanhydrasen
sind an wesentlichen Prozessen des Stoffwechsels in Wirbel- und Sdugetieren beteiligt, sodass diese als
Hauptklasse der CA den grofiten Fokus der heutigen Forschung eingenommen haben. Anders als die o-
Carboanhydrasen, sind B-Carboanhydrasen in ,héheren Pflanzen und in wenigen Prokaryoten
(Bakterien und Archaeen) zu finden; y-Carboanhydrase kommen ausschlieBlich in Archaeen und 3-,
bzw. (-Carboanhydrase in Kieselalgen vor. Da ein Anwendungsfeld dieser Dissertation die
Uberwindung der Strahlenresistenz bei Mammakarzinomen war, wurden ausschlieRlich
Untersuchungen an der a-Carboanhydrasen, im Speziellen der Carboanhydrase 1X, durchgefiihrt, sodass
diese im Nachfolgenden genauer betrachtet werden sollen.

3.1.1.1 Vorkommen und Funktion der a-Carboanhydrase

a-Carboanhydrasen katalysieren die reversible Hydratisierung von CO; (schematische Darstellung des
Katalysezyklus in Abbildung 6b, gemal Reaktionsgleichung 1:

Reaktionsgleichung 1: CO; + H,0 5 HCO;3 + H*

wodurch es der CA erlaubt ist, den intrazellularen und extrazellularen pH-Wert zu regulieren. Dies spielt
eine wichtige Rolle im menschlichen Organismus. Eine Ubersduerung der Zelle im Inneren hitte
lebensbedrohliche Folgen. Im aktiven Zentrum der a-CA befindet sich ein Zn(Il)-lon, welches drei
Imidazolringe (His94, 96 und 119) und Wasser/Hydroxidionen tetraedrisch um sich koordiniert hat®:.
Die konisch geformte Enzymtasche ist ungefidhr 15 A tief und besitzt eine hydrophobe Region,
bestehend aus Val121, Vall143, Leul98, Val207, Trp209 und eine hydrophile Region, bestehend aus
Tyr7, Asn62, His64, Asn67, Thr199, Thr200%. Bis heute sind 15 Isoformen oder CA-verwandte
Proteine der o-Carboanhydrase bekannt, welche sich beziiglich ihrer Enzymkinetik, ihrer
Gewebeverteilung, ihrem Expressionslevel sowie in ihren subzelluldren Lokalisationen unterscheiden.
Unter den CA-Isozymen sind CA I, CA Il, CA 11l und CA VII die zytosolischen, wobei die CA Il die
am stéarksten exprimierte Form in Erythrozyten (zusammen mit CA 1), den Augen, Nieren, dem zentralen
Nervensystem und dem inneren Ohr ist®®. Zu den Membran-gebundenen CA gehéren die CA 1V, CA X,
CA XII, und CA XIV. AuBerdem gibt es noch eine sekretorische Form (CA V1) und eine katalytisch
nicht aktive Form (CA VIII, CA X, CA X1)® 5, Zu sehen ist die Verteilung der Carboanhydrasen in der
Zelle und deren Aktivitaten, in Abbildung 6a.
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Abbildung 6. Schematische Darstellung a) einer humanen Zelle und die Verteilung bzw. die Aktivitaten der 15
Isoformen der a-Carboanhydrase. Gezeigt sind die zytosolischen CAs (CA I, CA I, CA 11l und CA VII), die
membran-gebundenen CAs (CA IV, CA I1X, CA XII, und CA XIV), die mitochondriale CA V, die sekretorische
CA VI und eine katalytisch nicht aktive Form der CA (CA VIII, CA X, CA Xl). Ebenfalls gezeigt sind die CA
X111 und die CA XV, welche nicht direkt zugeordnet werden kénnen. b) der anaeroben Glykolyse einer Tumorzelle
und die Umsetzung von CO, und HzO durch die Carboanhydrasen 11 und IX mit der damit verbundenen Azidose
des umliegenden Gewebes.

Bei der Zellatmung fallt eine signifikante Menge an CO- an, welches (ber die Blutbahn zur Lunge
transportiert werden muss. An dieser Stelle ist die katalytische Hydratisierung des CO; durch die
Carboanhydrase (CA I, 1) ein entscheidender physiologischer Prozess. Das durch Umsetzung des CO;
gebildete HCO3 kann mit Hilfe des Hamburger-Shifts (Austausch von HCOsz; gegen Cl) an die
Erythrozyten binden und zur Lunge transportiert werden, wo die Ruckreaktion zum CO; stattfinden
kann. Die in den Zellen stattfindende katalytische Reaktion ist in Abbildung 7 dargestellt.
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Abbildung 7. Darstellung des Mechanismus der CO,-Hydratisierung mit Hilfe der Carboanhydrase am aktiven
Zn(11)-Zentrum.

Im ersten Schritt erfolgt einer nucleophiler Angriff des am Zinkzentrum gebundenen Hydroxidions an
das vorhandene CO, mit der daraus resultierenden Entstehung von HCO3 (B), welches im néchsten
Schritt durch ein Wassermolekiil von der aktiven Stelle verdréangt wird (C). Die dabei entstehende Form
in (C) ist jedoch nicht mehr in der Lage, einen nucleophilen Angriff zum CO. durchzufiihren; eine
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Protonentransferreaktion mit Hilfe eines exogenen Protonen-Akzeptors ist noétig, welcher dem
Reaktionsgeschwindigkeit-begrenzenden Schritt entspricht, um zuriick zu (A) zu gelangen. Trotz dessen
ist die Carboanhydrase eines der schnellsten bekannten Enzyme, mit einer Reaktionsgeschwindigkeit
von bis zu 108 s (fur die Isoform CA 1) 7,

Ebenfalls essentiell ist das VVorhandensein der CA 1V im Ziliarkdrper des Auges fur die Produktion von
Kammerwasser und der damit verbundenen Aufrechterhaltung des Augeninnendruckes. Eine zu starke
Produktion oder ein gestorter Abfluss des Kammerwassers wird als eine der pathogenetischen
Grundlagen des Glaukoms (griiner Star) angesehen. Die medikamentése Hemmung der Carboanhydrase
mit Wirkstoffen wie Acetazolamid ist daher heute eine bewéhrte Option in der Glaukomtherapie®® ©°,
worauf jedoch spéter noch genauer eingegangen werden soll. Weitere wichtige Funktionen der
Carboanhydrase liegen in der Regulation des S&ure-Base-Haushaltes in den Nieren. Fiir den Organismus
ist diese Regulation von sehr groRer Bedeutung, da das im Primérharn filtrierte HCO3z durch das
Vorhandensein der Carboanhydrase zu etwa 90 % resorbiert wird, anderenfalls entstlinde eine Azidose
in den Nieren, welches schwere Folgen fur den Organismus hatte. Aus den proximalen Tubuluszellen
der Niere werden von intrazelluldr nach extrazellular H* im Austausch gegen Na* ausgetauscht und so
ausgeschieden. Durch die Wirkung der CA reagiert filtriertes Hydrogencarbonat mit Protonen zu
Kohlensédure, welche dann im nachsten Schritt zu Wasser und CO, umgesetzt wird. Das CO; kann (im
Unterschied zu HCOs ) leicht durch die Zellmembran vom Tubuluslumen in die Tubuluszelle gelangen.
Dort katalysiert die intrazellulare CA die umgekehrte Reaktion. Aus dem Kohlenstoffdioxid werden so
in der Tubuluszelle Protonen und Hydrogencarbonat gebildet. Das HCOs wird aus der Zelle ins Blut
abgegeben und das Proton steht erneut fir diesen Mechanismus zu Verfligung. Auch ist die
Carboanhydrase bei der Produktion der Magenséure beteiligt. Der Fokus dieser Arbeit liegt jedoch auf
dem Uberexprimieren der Carboanhydrase in hypoxischen Tumoren. Schnell wachsende Tumore
besitzen einen sehr groRen Anteil hypoxischer Regionen, also Regionen mit starkem Sauerstoffmangel.
Die anaerobe Glykolyse fiihrt im Inneren von Tumoren zu einer UbermaRigen Produktion von sauren
Metaboliten, wie H* oder Lactat®*( Abbildung 6b). Die Bildung von Lactat ist dabei notwendig, da
hierbei NADH zu NAD® reoxidiert wird und nachfolgend wieder als Elektronenakzeptor zur
Fortfiihrung der Glykolyse zur Verfiigung steht’. Die sauren Metabolite werden in den extrazellularen
Raum transportiert, um die Zelle vor einem zu niedrigen pH-Wert zu schitzen. Nach auRen
transportierte Protonen sorgen zudem fir eine Azidose der Mikroumgebung des Tumors. Eine saure
Umgebung fordert die Produktion von Wachstumsfaktoren, erhdht die Genominstabilitat, begunstigt die
Invasion von Tumoren und tragt zu einem reduzierten Ansprechen des Tumors auf eine Chemo- und
Radiotherapie bei. Die CA IX fordert diese pH-Wert Regulation, indem sie extrazelluldres
Kohlenstoffdioxid zu Bicarbonat und H* umwandelt. Das Proton dient der pH-Absenkung, wohingegen
Bicarbonat Uber Bicarbonattransporter ins Zytoplasma transportiert wird, um erneut saure Metabolite
abzupuffern.

3.1.1.2 Carboanhydrase IX

Die Carboanhydrase 1X wurde erstmal 1986 in einem von der niederl&ndischen Gruppe um Sven
Warnaar veroffentlichen Paper als potentiell wichtiger Tumormarker erkannt. Zu dieser Zeit war die
eindeutige Identitat dieses Tumormarkers nicht bekannt und wurde anfangs nach dem eingesetzten
Antikérper G250 benannt™. Unabhéngig dieser Arbeiten, veroffentlichten Zavada, Pastorek und
Pastorekova’ die Entdeckung eines Antigens namens MN-Antigen, welches sowohl in
Mammakarzinomen, als auch in zervikalen HelLa-Zellen tberexprimiert vorlag. 1994 wurden beide
Marker ausfiihrlicher charakterisiert und dabei zeigte sich, dass es sich bei beiden Entdeckungen um ein
Isozym der Carboanhydrase handelt, welche heute als Carboanhydrase IX bezeichnet wird”. Die
Carboanhydrase 1X ist ein membrangebundenes Protein mit extrazelluldrem katalytischem Zentrum,
welches (iberwiegend in hypoxischen Bereichen von Tumoren zu finden ist. Soliden Tumoren steht auf
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Grund ihres schnellen Wachstums und der daraus folgenden unzureichenden Blutversorgung tendenziell
weniger Sauerstoff zur Verfligung, weshalb in diesen Regionen oftmals hypoxische Bedingungen, und
wie oben schon beschrieben, ein niedrigerer extrazellularer pH-Wert vorzufinden sind. Dieser Effekt
wird in der Literatur auch als Warburg-Effekt bezeichnet™ ., Durch den Sauerstoffmangel im Zytosol
sammelt sich das ansonsten bei Normoxie abgebaute Protein HIF-1a an und kann den Zellkern
erreichen’®. Als Reaktion auf die Tumorhypoxie besitzen Krebszellen ein verandertes
Genexpressionsmuster, um den Anforderungen der Mikroumgebung gerecht zu werden. Eine der
bedeutsamsten Anpassungen an dieses Milieu ist die Umstellung auf anaerobe Glykolyse, um weiterhin
die benotigte Menge an Energie gewéhrleisten zu kénnen. Dieser onkogene Stoffwechsel wird oft auch
in aeroben Zellen aufrechterhalten. Milchsdure, ein metabolisches Endprodukt, interagiert zusammen
mit Protonen, was zur Azidose der extrazelluldren Umgebung fuhrt. Da die Aufrechterhaltung
lebenswichtiger und biologischer Funktionen der Zelle extrem empfindlich auf intrazellulére pH-Wert-
Anderungen reagiert, hangt das Uberleben von Krebszellen von ihrer Fahigkeit ab, sich an diese
Bedingungen anzupassen. Die Carboanhydrase IX ist das am haufigsten exprimierte Gen als Reaktion
auf Hypoxie, und damit ein Schliisselfaktor fur die Anpassungsprozesse bei der Entstehung und dem
Wachstum von Tumoren. Seine entscheidende Rolle bei der intrazellularen pH-Erhaltung stellt das
Mittel dar, mit dem sich Krebszellen an die toxischen Bedingungen des extrazellularen Milieus
anpassen. Dartber hinaus stimuliert die Aktivitat von CA IX die Migrationswege von Krebszellen und
ist mit der Zunahme des aggressiven/invasiven Phanotyps von Tumoren verbunden®. Die humane
CA IX besteht aus 459 Proteinen, unterteilt in einem N-terminalen Signalpeptid, einem extrazelluléren
Teil, einem Transmembranbereich und einem intrazellularen C-Terminus. Gezeigt ist dieser Aufbau als
Modell in Abbildung 8.

Aktives
Zentrum

Proteoglycandoméne

- Katalytischer Bereich

Transmembranbereich

Intrazelluldrer C-Terminus

Abbildung 8. Modelldarstellung der strukturellen Anordnung der membrangebundenen CA IX als Dimer. In
hellgrin wird die Disulfidbindung der beiden Monomere in der Membran und dem damit verbundenen
intrazelluldren C-Terminus veranschaulicht. (Kristallstruktur CA 1X: PDB-Code: 31Al)

Das Vorhandensein einer Proteoglycandomane, wie es die CA IX als einzige Carboanhydrase aufweist,
ermoglicht es, auch bei sauren pH-Werten effizient zu wirken. Diese Tatsache konnten De Simone’’ et
al. aufzeigen, wonach zwei unabhéngige Titrationskurven der CO,-Hydratisierung mit Hilfe der CA IX
gemessen wurden. Bei einem der beiden Versuche handelte es sich ausschlieBlich um die
Katalysedoméne der CA 1X (ohne Proteoglycandoméne) und einmal mit Vorhandensein der
Proteoglycandoméne. Die Titrationskurve der freien Katalysedomdne der CA IX zeigte einen
Wendepunkt bei einem pH-Wert von 7.1, welcher Messungen anderer Proteoglycandomane-freien
Carboanhydrasen dhnelte’. Im Gegensatz dazu zeigte die Messung bei gleichen Bedingungen fiir das
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Proteinkonstrukt, das sowohl die Proteoglycandomane, als auch die CA-Domane enthdlt, einen
Wendepunkt bei einem pH-Wert von 6.49. Diese Ergebnisse zeigten, dass das VVorhandensein eines
solchen N-terminalen Signalpeptides eine effizientere CO,-Hydratation bei saureren pH-Werten mit
einer optimalen Aktivitat bei pH 6.49 bewirkt. Diese Erkenntnis erklart das starke Uberexprimieren der
Carboanhydrase IX in soliden Tumoren und deren Einzigartigkeit, auch bei einem pH-Wert von 6.5 eine
effiziente und vollstandige Hydratation von CO; zu gewahrleisten. Die Inhibierung eines Enzyms mit
einer so enormen Funktion fiir das Uberleben von Tumoren, kénnte der Wendepunkt in der Antitumor-
Forschung sein.

3.1.1.3 Verschiedene Arten von Inhibitoren

Eine Vielzahl chemischer Verbindungen wurden in der Literatur beschrieben, als Tumor-assoziierte
CA IX-Inhibitoren zu fungieren. 1954 konnte erstmals ein Carboanhydrase-Inhibitor namens
Acetazolamid als Medikament gegen das Glaukom zugelassen werden®: 7°. Die Forschungsarbeiten um
Supuran et al. haben ein groBes Spektrum an Carboanhydrase IX-Inhibitoren entwickelt und untersucht.
Dabei konnte zwischen finf verschiedene Hemmungsmechanismen unterschieden werden: (1)
Inhibitoren, welche direkt an das Zinkzentrum des aktiven Zentrums binden; Beispiele dafir sind
Sulfamate, Sulfonamide, Dithiocarbamate und Hydroxamate®® 81, (2) Verbindungen, die an das Zink-
Zentrum koordiniert sind; Beispiele dafiir sind Phenole, Polyamine oder Sulfo-Cumarin®8, (3)
Inhibitoren, die die aktive Seite des Enzyms verschliel}en, jedoch nicht direkt an das aktive Zentrum
binden, ein Beispiel daflr ist das Cumarin®”®°. (4) Inhibitoren, die auBerhalb der aktiven Seite binden;
wie zum Beispiel Carbonséaurederivate® und (5) Inhibitoren, bei denen die Wirkweise noch nicht
abschlieRend geklart werden konnte. In dieser Arbeit soll das Hauptaugenmerkt auf Inhibitoren gelegt
werden, welche direkt an das aktive Zinkzentrum der CA 1X binden; genauer auf die Inhibierung mit
Hilfe von Sulfamaten und Sulfonamiden. Sulfonamide gehdren zu der wichtigsten Klasse von CA IX-
Inhibitoren®? 8% 9194 ‘mijt mindestens 20 solcher Verbindungen im klinischen Einsatz oder in klinischen
Studien®1%2, Dabei zu nennen sind Acetazolamid, Methazolamid, Ethoxzolamid, Dichlorophenamid,
Dorzolamin, Saccharin und viele weitere; dargestellt in Abbildung 9a. Auf den Inhibitor Acetazolamid
soll im Spateren noch genauer eingegangen werden.
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Abbildung 9. a) Gezeigt sind aus der Literatur bekannte CA-Inhibitoren, welche bereits im klinischen Einsatz sind
bzw. in klinischen Studien ausfiihrlich untersucht werden und b) die schematische Darstellung der Hemmung des
aktiven Zentrums durch Anbindung der Sulfonamid-Gruppe (Hemmmechanismus (1)).

Die Untersuchung der Bindungen unterschiedlicher Sulfonamid-Inhibitoren mit den Isozymen CA 1, 11
und IV mittels Rontgenstrukturanalyse (X-ray) konnten bestdtigen, dass bei allen ein gleicher
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Hemmmechanismus zu erkennen ist}-1%, Es konnte gezeigt werden, dass sowohl Sulfamate, als auch
Sulfonsaureamide in deprotonierter Form als bianionische Spezies vorliegen, welche, wie in Abbildung
9 zu sehen, mit einem Zn?-N Abstand von 2.07 A an das Zinkzentrum der CA binden, wahrend das
vorhandene NH des Inhibitors ebenfalls eine Wasserstoffbriickenbindung zu den benachbarten Thr 199
und Glu 106 aufbaut. Eine zweite Wasserstoffbriickenbindung wird von der NH-Gruppe des Thr 199
zum Sauerstoff der Sulfonamid/Sulfamatgruppe ausgebildet, wobei die typische tetraedrische
Geometrie zu erkennen ist'”. Zudem zeigt der verwendete Rest R einen groRen Einfluss auf die
Ausrichtung des Inhibitors in der Enzymtasche, welche sowohl eine hydrophile, als auch eine
hydrophobe Seite besitzt. Neben der Sulfonsaureamid/Sulfamat-Gruppe haben demnach auch die
Polaritat und der Aufbau des Inhibitors einen groRen Einfluss auf die Inhibierung. Beruhend auf diesem
Wissen, wurde, in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe um PD Dr. Iris Thondorf von der Martin-
Luther-Universitat Halle-Wittenberg, eine Masterarbeit von Herrn Andreas Thiel zum Thema ,,in silico
Wirkstoffdesign von neuartigen Inhibitoren mittels docking, Pharmakophor-Untersuchungen und 3D-
QSAR (quantitative Struktur-Wirkungsanalyse im 3-dimensionalen Raum)“ angefertigt. Die dabei
entworfenen Inhibitoren konnten erfolgreich synthetisiert und mittels Zytotoxizitt und Enzymkinetik
charakterisiert werden.

3.1.1.4 Sulfamate/Sulfonamide zur Uberwindung der hypoxischen Strahlenresistenz

Das Mammakarzinom ist die haufigste bdsartige Krebserkrankung bei Frauen weltweit. Hierbei liegt
der prozentualen Anteil an todlichen Verldufen bei 24.2 %. Neben der Operation sind Strahlentherapie
und Systemtherapie (Chemotherapie, Hormontherapien) die wichtigsten Behandlungsformen. Bei
Patientinnen mit Mammakarzinom — wie auch bei Lungen-, Zervix- und Kopf-Hals-Tumoren, sind hohe
CA IX-Expressionslevel konsistent mit einer schlechten Prognose assoziiert!®, Dass azidotische und
hypoxische Tumoren eine erhdhte Malignitat und Therapieresistenz aufweisen, ist allgemein anerkannt.
So nimmt unter azidotischen Bedingungen die Transportleistung das P-Glykoprotein (Pgp) zu, wodurch
Tumore eine Resistenz gegeniiber verschiedenen Chemotherapeutika, wie Daunorubicin und Docetaxel,
entwickeln. Thews et al. konnten anhand eines Versuches an der R3327-AT1, einer p-Glykoprotein
positiven Tumorzelllinie, die Zytotoxizitat verschiedener chemotherapeutischer Medikamente und ihre
Abhangigkeit von der Pgp-Aktivitat wahrend der Azidose analysieren. Die Behandlung erfolgte sowohl
an Tumorzellen mit einem extrazellularem pH-Wert von 7.4, als auch bei einem extrazellularem pH-
Wert von 6.6. Die Behandlung mit Daunorubicin oder Docetaxel bei pH = 7.4 fuhrten zu einer
ausgepragten Apoptose-Induktion, bei pH = 6.6 wurde dieser Effekt jedoch signifikant reduziert'®,
Auch das Vorhandensein von Hypoxie ist einer der wesentlichsten Faktoren fur die vorhandene
Strahlenresistenz von Tumoren. Messungen des intratumoralen Sauerstoffpartialdrucks (pO:) belegen,
dass mit 28 mm Hg der mediane Sauerstoffpartialdruck in humanen Mammakarzinomen um das 2,3
fache niedriger ist als der Sauerstoffpartialdruckes des umgebenen Normalgewebes (mittlerer pO: hier
bei 65 mm Hg)*°. Eine Behandlung mittels Strahlentherapie wird dadurch erheblich erschwert. Eine
Studie von 2016 detektierte die Carboanhydrase IX (CA 1X), einen weiteren endogenen Hypoxiemarker,
als exzellenten Marker fur den Nachweis von normoxischen Bereichen in Mammakarzinomzellen in
vitro und in vivo!'l. Eine gezielte Inhibierung der CA 1X und damit Schwachung des Mammakarzinoms
kénnte ein potentieller Angriffspunkt fiir eine verbesserte Strahlentherapie sein. Ziel dieser Arbeit war
es, verschiedene Inhibitoren zu synthetisieren und sowohl auf ihre zytotoxische Wirkung zu testen, als
auch eine enzymkinetische Betrachtung durchzufuhren. Voraussetzung dafiir war die Entwicklung eines
geeigneten Assays zur Bestimmung der Enzym-Inhibitor-Interaktionen, mit Hilfe dessen die jeweiligen
Dissoziationskonstanten der synthetisierten Inhibitoren bestimmt werden konnten. Bestimmung
Carboanhydrase-Inhibierung-Interaktion
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‘ Methoden zur Evaluierung von CA IX-Inhibitor-Interaktionen ‘

| |

Enzym-Inhibitor- Enzym-Inhibitor-
Kinetik (K;-Wert) Interaktionen

¥ a ¥ A

Fluorescent thermal
shift Assay (FTSA)

l

nanoDSF
(differential scanning
Sluorimetry)

Isothermale Tifrations-

Stopped-flow Hydrolyse von p-
calorimetry (ITC)

COs-Assay (SFA4) Nitrophenolacetat

Abbildung 10. Methoden zur Evaluierung von CA IX-Inhibitor-Interaktionen.

In diesem Abschnitt soll ein Einblick in ausgewahlte Methoden zur Beurteilung der CA 1X-Inhibitor-
Interaktionen gegeben werden. Bei diesen Methoden wird zwischen Enzym-Inhibitor-Kinetiken
(Bestimmung der Dissoziationskonstante des Enzym-Inhibitor-Komplexes ki) und Enzym-Inhibitor-
Interaktionen (Bindungskonstante ky,, Affinitét etc.) unterschieden.

Enzym-Inhibitor-Kinetik

Um die Kinetik zwischen der Carboanhydrase IX und dem Inhibitor zu bewerten, wurde vor mehr als
50 Jahren von Gibbson et al. eine Methode entwickelt, bei der der Verbrauch an vorhandenem CO. tiber
die Anderung des pH-Wertes verfolgt werden konnte. Dabei bedienten sie sich der Fahigkeit von
Carboanhydrasen, die reversible Hydratisierung von CO> zu katalysieren (CO; + H,O 5 HCO; + HY).
SFA, oder genauer stopped-flow CO,-Assay, basiert auf der Absorptionsdnderung eines Indikators
(oftmals ist dies Bromthymolblau mit Amax= 615 nm) nach Umsetzung des vorhandenen CO; in extra
dafiir angereichertem CO, haltigem Wasser. Gemessen wird diese pH-Wert-Anderung mit Hilfe des
Applied Photophysics SX, eines der am meisten genutzten stopped-flow Systeme. Fir die Durchfiihrung
der Messung werden zwei voneinander getrennte Reaktionslésungen (in separaten Spritzen) tber einen
automatisierten Schubmechanismus in einen Homogenisator geleitet und direkt in die eigentliche
Messzelle Uberfuhrt. In der gleichen Zeit wird die schon vermessene Probe aus der Messzelle in
Richtung eines weiteren Kolbens gepumpt; beim Erreichen dieses Kolbens kommt es zu einem Stopp-
Signal, sodass die Datenerfassung der aktuellen Probe beginnen kann. Dieser Schritt dauert bei neueren
Geréten nur ca. 1 ms (SX20 stopped-flow System; Applied Photophysics). Zur Bestimmung der
Dissoziationskonstante K; (Gleichgewichtskonstante zwischen freiem Enzym und Enzym-Inhibitor-
Komplex) wird die Veranderung der Absorption des eingesetzten Indikators mit der Zeit gemessen.
Der Verbrauch an CO; ergibt dabei eine exponentielle Funktion, wie in Abbildung 11a zu sehen ist.

a)

b)72l 5

Agy(a.u)

Time (s) Time (s)

Abbildung 11. Beispiel fir die Datenerfassung einer SFA-Messung nach Joana Smirnoviene et al.*2 a) und b)
stellen exemplarisch die Messung einer uninhibierten Katalyse dar, wobei in a) die Absorptionsanderung in
Abhingigkeit der Zeit und in b) die pH-Wert-Anderungen gegen die Zeit dargestellt sind.
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Der Zusammengang zwischen verbrauchtem CO, und der pH-Wert-Anderung wird deutlich, wenn wie
in Abbildung 11b anstatt der Absorption des Indikators der pH-Wert gegen die Zeit aufgetragen wird.
Fur die Erstellung einer Michaelis-Menten-Auftragung werden nun unterschiedliche Inhibitoren in
verschiedenen Konzentrationen nach der gleichen Methode gemessen. Aus der anschlieBenden
Auftragung der Absorptionen gegen die Messzeit erhdlt man eine exponentielle Funktion mit der
Gleichung y = a(1-e-bx) + c, wobei die Reaktionsgeschwindigkeit wie folgt definiert ist: vo =a - b. Nach
Erhalten der Reaktionsgeschwindigkeit v, kann diese gegen die Substratkonzentration aufgetragen
werden (Michaelis-Menten-Auftragung). Zu sehen ist dies in Abbildung 12d und die dazugehdrige
Lineweaver-Burk Auftragung in Abbildung 12c.
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Abbildung 12.Weiterfuhrende Ergebnisse aus den zuvor beschriebenen Darstellungen in Abbildung 11a und 11b:
d) nach Messung eines Inhibitors (Konzentrationen a - ¢) und Auftragung der gemessenen Geschwindigkeiten vg
(Absorptionsédnderung/Zeit) gegen unterschiedliche Substratkonzentrationen (dies entspricht der Michaelis-
Menten-Auftragung) und c) dem doppelten Reziproken aus d) (dies entspricht der Lineweaver-Burk-Auftragung).

Ein Nachteil dieser Methode liegt jedoch in der Anreichung des Wassers mit CO,. Eine konstante
Einstellung der CO,-Konzentration ist kaum mdglich, da es auf Grund der Uberfiihrung des Wassers in
die Spritze zu schwankenden Verlusten von CO, kommt. Zudem ist das Vorhandensein eines stopped-
flow Systems zwingend notwendig, wodurch die Etablierung und Anschaffung sehr kostenintensiv ist.
Jedoch ist schon seit langer Zeit bekannt, dass Carboanhydrase in der Lage ist, die Acetylgruppe von
para-Nitrophenylacetat abzuspalten, wobei para-Nitrophenol (gelber Feststoff mit einer Absorption bei
Amax = 405 nm) als Produkt entsteht; \Voraussetzung flr einen zweiten, wichtigen Assay zur Bestimmung
der Dissoziationskonstante K, dem Esterase-Assay. Gemessen wird zur Nutzung des Esterase-Assays
die Absorptionsdnderung bei Amax =405 nm, in Abh&ngigkeit der Zeit und einer variierenden
Substratkonzentration. Erstmals erwahnt wurde diese Eigenschaft der Carboanhydrase in den frithen
1960er Jahren durch R. Tashian'3. Seitdem haben mehrere strukturelle und funktionelle Studien gezeigt,
dass die Hydrataseaktivitat und die Esteraseaktivitat der Carboanhydrase einem ahnlichen Mechanismus
folgen und an der gleichen katalytischen Stelle binden!*!8, Da es sich bei dieser Methode um eine
sichere, schnelle und kostengtinstige Methode handelt, soll diese als Methode zur Bestimmung der
Dissoziationskonstante K;verwendet werden.
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Abbildung 13. a) Absorptionsspektrum von para-Nitrophenylacetat und para-Nitrophenol in einem
Welllangenbereich von 220 nm - 500 nm, b) Messung der Absorptionsdnderung/min bei einer Wellenldnge von
405 nm und einer konstanten Inhibitorkonzentration mit variierenden Substratkonzentrationen und ¢) Auftragung
der in (b) erhaltenen Anstiege (Doppelbestimmung) gegen die Substratkonzentration (Michaelis-Menten), wobei
eine Inhibitorkonzentration ( z.B. in rot: ¢1 = 50 nM, violett: ¢; = 75 nM und schwarz: Autohydrolyse) den
Anstiegen einer vollstandigen Messung aus (b) entspricht.

Da bei dem Esterase-Assay, anders als bei dem SFA, in der Literatur keine einheitlichen Bedingungen
(Variation in Puffersystemen, Ldsungsmittel zum Losen der Inhibitoren, Menge an eingesetztem
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Enzym, etc.) zur Durchfihrung vorhanden sind, wurde zur Bearbeitung der aufgezeigten
Problemstellung der Arbeit ein eigenes Testsystem entwickelt, auf welches spéter genauer eingegangen
werden soll. Neben der Bestimmung der Dissoziationskonstante K;ist die Beurteilung von Enzym-
Inhibitor-Interaktionen (Bindungskonstante Ky, Affinitét etc.) ebenfalls elementar.

Enzym-Inhibitor-Interaktionen

Die Isothermale Titrations-Kalometrie (ITC), welche seit der ersten analogen Version von 1966119 120
als ,,Goldstandard* fiir solche Untersuchungen gilt, bietet die Mdglichkeit, neben der Beurteilung der
Stdéchiometrie von Bindungsreaktionen auch andere thermodynamische Parameter und die Affinitédten
zwischen Enzymen und deren Inhibitoren zu betrachten. Mit Hilfe der ITC ist es mdglich, die wéhrend
der Reaktion freiwerdende oder absorbierte Warmemenge zu messen und somit drei wichtige Parameter
(Bindungskonstante Ky, die Enthalpie AH und die Entropie AS) fur eine Struktur-Thermodynamik-
Beziehung zu ermitteln®?12, ITC wird mit Hilfe zweier getrennter adiabatischer Messzellen
durchgefiihrt, wobei die zweite Messzelle lediglich mit dem Messpuffer befillt ist und als Referenzzelle
dient. In einer weiteren Messzelle befindet sich das Protein/Enzym, beispielsweise CA IX, geldst in
Puffer, zu welcher die Inhibitorlésung (10-200fache Menge) in mehreren Schritten (typisch sind 18-
25 Schritte) bei konstanter Temperatur hinzugegeben wird. Die dabei entstehende kalometrische
Titrationskurve ist in Abbildung 14a zu sehen. Die experimentellen Messwerte werden als Leistung in
pcal/s gegen die Zeit dargestellt, welche diejenige Leistung darstellen, welche zur Aufrechterhaltung
der Temperatur im System benétigt wird. Das dabei erhaltene Diagramm enthalt eine Reihe von Spikes,
welche jeweils einer Injektion des Liganden (Inhibitor) mit anschlieBender Temperaturdnderung und
Wiederherstellung der Temperatur (durch einen vorhandenen Rickkoppler) entspricht. Die Flache unter
jedem dieser Spikes entspricht der frei werdenden oder aufgenommenen Warmemenge, welche durch
Integration der Funktion (gegen die Zeit aufgetragen) bestimmt werden kann. Jeder Messpunkt gegen
das Molverhaltnis von Enzym und Ligand (Inhibitor) aufgetragen, entspricht dann der Auftragung in
Abbildung 14b. Aus dieser kénnen die Enthalpie AH und die Bindungskonstante Kg bestimmt werden.
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Abbildung 14. a) Schematischer Aufbau der isothermalen Titrations-Kalometrie. Gezeigt ist eine Apparatur, in
der das Enzym (in rot) in einer Pufferldsung vorgelegt wird und langsam der Inhibitor (in schwarz) zur
Enzymlésung hinzugegeben werden kann. In b) ist der zeitliche Verlauf dieser Messung dargestellt. Zu sehen ist
die Leistung (ucal/s), die aufgewendet werden muss, um die Temperatur konstant zu halten, aufgetragen gegen
die Zeit. Nach Integrieren der einzelnen Peakflachen werden die erhaltenen Daten gegen das Molverhéltnis von
Enzym und Inhibitor aufgetragen. Der Anstieg der gezeigten Tangente (durch Ableitung der erhaltenen Funktion)
entspricht der Affinitat (Kp) und der Wendepunkt der Stochiometrie (hier gezeigt eine 1:1 Bindungsreaktion).
Abbildung nach Srivastava'?4,

Trotz der hohen Anzahl an ermittelbaren Parametern ist die ITC eine sehr kostenaufwendige Methode.
Um einen messbaren Effekt bei der Zugabe des Inhibitors zum Enzym ermitteln zu kdnnen, muss eine
groBe Menge von Enzym und Inhibitor in der Losung vorliegen. Dies ist je nach untersuchtem Enzym
sehr kostenintensiv. Ebenfalls zu beachten ist die Léslichkeitsgrenze von Inhibitoren (in dieser Arbeit
Betulin(saure)-Derivate) in den eingesetzten Puffersystemen.

Aus diesem Grund bedient man sich zur Bestimmung der Bindungskonstante Kg einem weiteren Assay,
und zwar dem fluorescent thermal shift assay (FTSA). Das Prinzip dieser Methode besteht in der
Untersuchung der Stabilitét des zu untersuchenden Proteins/Enzyms durch thermische Behandlung. Die
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zwei am haufigsten verwendeten Methoden sind der nanoDSF (nano differential scanning fluorimetry)
und die Messung der Fluoreszenzintensitat von zusatzlich angebrachten Farbstoffen, dem ThermoFluor,
bei dem spezielle fluoreszenzaktive Farbstoffe der Probe zugesetzt werden. Mit Hilfe beider Methoden
ist es mdglich, das Gleichgewicht eines Proteins zwischen dem gefalteten und ungefalteten Zustand bei
stetig steigender Temperatur zu ermitteln. Petrauskas et al. zeigten, dass die meisten Liganden, in diesem
Fall Sulfamate und Sulfonamide, nach Bindung an das aktive Zentrum der Carboanhydrase zu einer
Stabilisierung dieser fuhren und somit eine Erhéhung von Ty, (Glasubergangstemperatur, bei der 50 %
der Proteinmolekiile entfaltet vorliegen) bewirken'?, Dies soll am Beispiel von CA Il und Acetazolamid
gezeigt werden. Ein stark verbreiteter Fluoreszenzfarbstoff ist 1,8-Anilinonaphthalen-sulfonat (ANS),
ein Farbstoff, bei welchem erst nach Bindung an die hydrophilen Stellen des halb entfalteten Proteins
eine Fluoreszenz auftritt (schematisch in Abbildung 15a gezeigt). Petrauskas et al. verwendeten einen
zweiten, ebenfalls in vielen wissenschaftlichen Bereichen etablierten Farbstoff, Sypro Orange, welcher
nach dem gleichen Prinzip agiert, jedoch eine hohere Affinitat zum Protein aufweist!?. Die Messung
wurde in einem Standardsystem fir real time PCR (Corbett Rotor-Gene 6000) durchgefihrt.
Ublicherweise werden bei dieser Methode 8 - 16 verschiedene Konzentrationen des Inhibitors
verwendet, geldst in einem Puffersystem mit 2 % DMSO-Zusatz. Diese wird fir die Messung einer
bereits vorhandene Proteinldsung hinzugegeben (Menge an Enzym variiert dabei zwischen 1.5 pug und
3 ug pro well) und zwischen 25 °C und 99 °C mit einer Heizrate von 1 °C/min erhitzt. Das Ergebnis
solch einer Messung ist in Abbildung 15b und 15c) gezeigt. Dabei wurde die Bindungsaffinitat von
Acetazolamid zur Carboanhydrase Il bestimmt. In Abbildung 15b ist das Denaturierungsprofil der
CA 11 bei einer Konzentration von 25 pM in 50 mM Phosphatpuffer und 100 mM NaCl (bei einem pH-
Wert von 7.5) dargestellt. Es ist sehr gut zu erkennen, dass sich die Glastibergangstemperatur Tp, mit
steigender Konzentration an Acetazolamid stetig zu dieser erhéht. Zuriickzufiihren ist dieser Effekt auf
die Stabilisierung der CA Il durch den Liganden (Acetazolamid). Fihrt man diese Messung
anschlieend bei variierenden Konzentrationen der CA Il durch, so erhdlt man [C]ca u /[C]Liganden -
abhangigen Glasiibergangstemperaturen Kn,, welche gegen die eingesetzte Konzentration an
Acetazolamid aufgetragen, eine zweite Mdglichkeit der FTSA - Auftragung ergibt (Abbildung 15c).
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Abbildung 15. a) Verlauf der thermischen Proteinentfaltung, die durch FTSA bestimmt wird. Die in grau
dargestellten Kreise zeigen den nicht gebundenen (und nicht fluoreszierenden) Farbstoff, welcher nach Anbindung
an das teilweise entfaltete Protein (in orange dargestellt) in der Lage ist, zu fluoreszieren. b) zeigt ein &hnliches
Prinzip, jedoch wird die Autofluoreszenz vorhandener Tryptophane (Trp) und Tyrosine (Tyr) genutzt (dargestellt
in griin). Je starker entfaltet das Protein vorliegt, desto héher ist auch die Fluoreszenzintensitat bei beiden
Methoden. c) Denaturierungsprofil der CA Il bei einer Konzentration von 25 puM in 50 mM Phosphatpuffer und
100 mM NaCl (pH-Wert = 7.5). d) [Clca n /[C]Liganden - abhéngigen Glastbergangstemperaturen T, gegen die
eingesetzte Konzentration an Acetazolamid*?s.

Die zweite genannte Methode ist die DSF (differential scanning fluorimetry. Diese ist eine modifizierte

Differentialscanning-Fluorimetrie-Methode der DSF, welche zur Bestimmung der Proteinstabilitat unter

Verwendung der intrinsischen Tryptophan- oder Tyrosin-Fluoreszenz unter thermischer Behandlung

angewandt wird. Die dabei auftretende Proteinentfaltung flihrt zur Freigabe der nach innen gelagerten
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aromatischen Aminosauren (Trp und Tyr), sodass die Fluoreszenz bei 330 nm und 350 nm zunimmt.
Ein dafir sehr haufig verwendetes Gerdt stellt der Prometheus-Nano Temper dar. Gleichzeitig ist es bei
Verwendung des Prometheus-Nano Temper erlaubt, durch Einsatz eines Spiegels, die Bildung von
Aggregaten zu untersuchen. Durch Messung des reflektierten Lichtes kann das Mal3 an gebildeten
Aggregaten bestimmt werden, da groRe Partikel die Ruckreflexion reduzieren. Bei der Bestimmung der

Bindungskonstante Kg wurde bei dem Beispiel von Petrauskas et al. auf folgende Gleichung
AG
zuriickgegriffen!?”- 128: K, (T) = e rT, wobei AG einem weiteren experimentell bestimmten Wert fiir

die Gibb's Energie (Freie Enthalpie) entspricht. Vereinfacht bedeutet dies, dass die Bindungsstarke
direkt mit der WVerschiebung der Proteinschmelztemperatur nach Zugabe eines Ligandens
zusammenhangt!? ¥, Sind Protein und Ligand in dem benétigten Konzentrationsbereich léslich im
eingesetzten Puffersystem und liegen die Schmelztemperaturen unterhalb der Siedetemperatur vom
Wasser, gibt es fur diese Untersuchung keine Beschréankungen.
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3.2 Ergebnisse

3.2.1 Synthese und Charakterisierung verschiedener Betulin(saure)-Derivate

Bei Betulin bzw. der Sédure des Betulins handelt es sich um ein pentacyclisches Triterpen, eine
Substanzklasse mit sehr lipophilem Charakter. Ziel dieser Arbeit war es, die biologischen Eigenschaften
dieser zwei Substanzen durch eine Modifizierung der Struktur zu verandern, und zudem einen positiven
Einfluss auf die Wasserloslichkeit zu erzielen. Da zwei verschiedene Konzepte miteinander verkniipft
werden sollten, lag der Fokus der synthetisierten Wirkstoffe neben der Zytotoxizitat auch auf der
Fahigkeit, an die zuvor beschriebene CA IX zu binden und so eine Anreicherung des Wirkstoffes im
Tumor zu gewdhrleisten. Realisiert werden konnte dies durch Anbringung von Sulfamaten und
Sulfonamiden bzw. durch Anknupfung von Acetazolamid und Saccharin, gezeigt in Abbildung 16.
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Abbildung 16. Synthesekonzept (eine Auswahl) der hergestellten Betulin(sdure)-derivate mit den
unterschiedlichen Stoffklassen, welche zur gezielten Inhibierung der Carboanhydrase 1X verwendet wurden. In
grun dargestellt: das Betulin(saure)-Grundgerust, blau: der semi-labile Linker mit dunkelblauer Hinterlegung fur
die mogliche Spaltstelle und rot: der Bindungsligand zur Inhibierung der CA IX (grau dargestellt).

Auf eine genaue Beschreibung der einzelnen Stoffklassen soll in den folgenden Unterkapiteln
eingegangen werden. Jedoch soll in diesem Kapitel kurz die Herangehensweise des Synthesekonzeptes
beschrieben werden. Da Sulfamate in Bezug auf der Inhibierung der Carboanhydrase in der Literatur
stark diskutiert werden, wurden erste Derivate des Betulins und der Betulinsdure analog verschiedener
literaturbekannter Inhibitoren konzipiert. Aufgrund der geringen Stabilitat dieser Verbindungen, wurden
in einem zweiten Schritt Sulfonamide synthetisiert, welche sich durch eine hohere Stabilitat auszeichnen
und leicht zugénglich sind. Auch konnten bei dieser Stoffklasse das erste Mal unterschiedlich Linker
zwischen Bindegruppe und Triterpenfragment realisiert werden. Hierbei sollte geklart werden, ob die
Lange des Linkers einen Einfluss auf die Ki-Werte hat. Dieses Konzept wurde auch bei der dritten
Stoffklasse, den Acetazolamid-basierten Derivaten fortgefuhrt. Acetazolamid gilt in der Literatur (auf
Grund seiner hervorragenden CA-Hemmung) als Standard bei der Ki-Wert-Bestimmung. Aus diesem
Grund wurden zwei Systeme entwickelt, welche sowohl den Naturstoff Betulin(sdure), als auch
Acetazolamid, Uber unterschiedlich langen und polaren Linker verknipft, beinhalten. Als eine vierte
Stoffklasse, wurden Saccharin-Konjugate hergestellt, welche sich durch ihre selektive Inhibierung der
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CA IX (in der Literatur) auszeichnen. Dies wurde anschlieBend mit Hilfe eines eigens dafiir etablierten
Kinetik-Assay abgeglichen.

3.2.1.1 Sulfamate

Sulfamate stehen schon seit langer Zeit im Fokus der Forschung. Hierbei wird zwischen vier
verschiedenen Typen unterschieden, welche alle von der Amidosulfonsdure abgeleitet werden kdnnen.
Alle in Abbildung 17 gezeigten Sulfamate besitzen pharmakologische Anwendungen, welche ein sehr
breites Spektrum an Eigenschaften abdecken. Bereits 1944 entdeckten Audrieth & Sveda'®! , dass N-
substituierte Sulfamate (Abbildung 17c), welche ein Kation als Gegenion zur deprotonierten
Hydroylgruppe besitzen, als StRungsmittel verwendet werden kdnnen. Eines der ersten Sulfamat-
basierten SuBungsmittel ist das Cyclohexylsulfamat, auch als Cyclamat bekannt, mit einer 40-fach
hoheren SiRkraft als Glucose. Ein breites Anwendungsgebiet zeigen im Gegensatz dazu die O,N-
di/trisubstituierten Sulafamate d und e. Diese besitzen neben antitumoralen®” 132 antibakteriellen'* und
antivitalen!®* Eigenschaften, auch die Fahigkeit bestimmte Enzyme, wie die Aminoacyl-tRNA-
Synthetase, zu hemmen?®, Im Fokus dieser Arbeit sollen jedoch die O-substituierten Sulfamate genauer
beschrieben und untersucht werden, da diese in der Lage sind, verschiedene Arten von nicht verwandten
Enzymen, wie zum Beispiel die Carboanhydrase oder die Steroidsulfatase (STS), gezielt zu hemmen.
Die steroidalen Sulfamate waren aus historischer Sicht die erste Art von potenten Sulfamaten®36: ¥, Ein
Beispiel dafir ist die Entdeckung von Estron-3-O-Sulfamat (EMATE) mit einem 1Cso-Wert von 100 nM
in Bezug auf die Inhibierung von STS in der Mammakarzinomzelllinie MCF7**. Von gleicher
Bedeutung in der heutigen Forschung ist zudem die Hemmung der Carboanhydrasen mit Hilfe von O-
substituierten Sulfamaten, worauf auch in dieser Arbeit ein besonderes Augenmerk gelegt werden soll.
Dabei bindet die Sulfamatgruppe koordinativ an das katalytische Zinkzentrum der Carboanhydrase,
sodass ein Ubergang in die aktive Form nicht mehr stattfindet. Daraus resultierend kommt es zum
Verlust der katalytischen Aktivitét.
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Abbildung 17. Darstellung der vier Bindungsmdglichkeiten von Sulfamaten nach Derivatisierung der a)
Amidosulfonsdure, wobei der Rest b) O-substituiert, ¢) N-substituiert, d) bzw. e) O,N-di/trisubstituiert gebunden
werden kann.

Voraussetzung fiir das Anbringen eines O-substituierten Sulfamates ist das Vorhandensein einer freien
Hydroxylgruppe, sodass sich Betulin mit zwei solcher Hydroxylgruppen an der C3- und C28-Position
anbietet. Um gezielt eine der beiden Hydroxylgruppen zu schiitzen, wurde im ersten Schritt eine Acetyl-
Schutzgruppe sowohl an die C3-Position, als auch an die C28-Position des Betulins angebracht. Dafiir
wurde Betulin mit Essigsdureanhydrid umgesetzt, wobei als Ergebnis dieser Reaktion das 28-O-
acetylbetulin 1a und das Di-O,0°-Acetylbetulin 1b entstanden ist. Bei der anschlielenden Reaktion des
Di-O-Acetylbetulins mit CaH, in Methanol konnte gezielt die Acetyl-Schutzgruppe an der C28-Position
abgespalten werden. Sowohl bei der Umsetzung der zuvor geschiitzten Betulinderivate, als auch bei der
Umsetzung des ungeschiitzten Betulins und der langkettigen Alkohole zu den entsprechenden
Sulfamaten konnte die Reaktion mit Sulfamychlorid unter gleichen Bedingungen durchgefihrt werden.
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Das verwendete Sulfamylchlorid wurde zuvor durch Umsetzung von Chlorsulfonylisocyanat mit
Ameisensaure hergestellt und unter Schutzatmosphére bei 4 °C gelagert.
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Schema 1. Syntheseweg fur die Synthese der O-substituierten Sulfamate 2-5 des Betulins und der Betulinséure
und der Verbindungen 6-8 ohne Betulin/Betulinsdure.

A

Bei der Reaktion des ungeschiitzten Betulins mit 1.5 eq. Sulfamylchlorid erhalt man ein Gemisch aus
Betulinyl-28-O-sulfamat 4 (26%) und Betulinyl-3,28-O,0’-disulfamat 5 (74.1%), welches auf Grund
der unterschiedlichen Polaritat jedoch mittels Sdulenchromatographie in zwei Fraktionen aufgetrennt
werden konnte. Bei Zugabe hoherer Mengen an Sulfamylchlorid ist die Ausbeute stark variierbar, sodass
bei Mengen > 2 eq. die Ausbeute fast vollstandig auf Seiten des Disulfamates des Betulins verschoben
werden kann. Ebenfalls ist es mdglich bei kleineren Mengen die Ausbeute auf Seiten des einfach-
substituierten Sulfamates zu schieben. Die erfolgreiche Synthese wurde durch den Vergleich des *H-
NMR-Spektrums vom Betulin mit den *H-NMR-Spektren der beiden Sulfamate 4 und 5 (Schema 1)
uberprift. Eine vollstdndige Charakterisierung aller Verbindungen ist im Kapitel 6.2.1 angegeben,
wahrend die entsprechenden Spektren im Anhang 8.1 dargestellt sind.
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Abbildung 18. *H-NMR-Spektrum von a) Betulin.
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Abbildung 19. *H-NMR-Spektrum von a) Betulin, b) Betulinyl-28-O-sulfamat 4 und c¢) Betulinyl-3,28-0,0 *-
disulfamat 5.

Nach Anbringen einer Sulfamatgruppe am C28 des Betulins ist eine signifikante Verschiebung der
Protonen am C28 von urspringlich 3.05 ppm und 3.48 ppm hin zu 3.73 ppm und 4.08 ppm erkennbar.
Dies, die Verkleinerung des Integrals des OH-Peaks von 2 auf 1 und das Hinzukommen eines Peaks bei
7.38 ppm (NH2) zeigen deutlich die erfolgreiche Synthese von Verbindung 4. Das Fehlen des OH-
Signales bei 4.32 ppm und die Verschiebung des Signales des Wasserstoffes am C3 von 2,93 ppm zu
4.00 ppm in b) zeigen zudem deutlich das Vorhandensein einer weiteren Sulfamatgruppe von
Verbindung 5. Des Weiteren wird das Signal des benachbarten H2 von urspriinglich 1.43 ppm hin zu
1.97 ppm verschoben. Auch findet eine Zunahme des Peaks bei 7.35 ppm statt, welcher der NH-Gruppe
der Sulfamatgruppe zugeordnet werden konnte. Die beschriebene Zunahme entspricht dabei ungefahr
dem doppelten Integral von a), also einer Zunahme einer weiteren NH>-Gruppe.

Ebenfalls moglich ist das vorherige Anbringen einer Schutzgruppe an einer der beiden Hydroxyl-
gruppen. Hierfir wurde eine Acetylschutzgruppe durch die Umsetzung von Betulin mit
Essigsdureanhydrid in Gegenwart von Triethylamin und DMAP eingefiihrt, welche bevorzugt an die
C28-Position des Betulins bindet. Fiir die Bereitstellung einer Acetylschutzgruppe am C3 und einer
freien Hydroxylgruppe am C28, wie in Abbildung 20a bei Verbindung 1c, wird das zweifach acetylierte
Betulin in einem Gemisch aus Methanol und Tetrahydrofuran (1:1) mit katalytischen Mengen an
Calciumhydrid bei Raumtemperatur fir mehrere Stunden gerthrt. In einen anschlieenden Schritt kann,
wie schon bei Verbindung 4 und 5, durch die Umsetzung mit 1.5 eq. Sulfamylchlorid, eine
Sulfamatgruppe an der C28-Position von 1c angebracht werden. Die erfolgreiche Synthese wurde durch
den Vergleich des 'H-NMR-Spektrums von 1c und dem H-NMR-Spektrum von 3 (Schema 1)
Uberprift. Eine vollstdndige Charakterisierung aller Verbindungen ist im Kapitel 6.2.1 angegeben,
wahrend die entsprechenden Spektren im Anhang 8.1 dargestellt sind.
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Abbildung 20. *H-NMR-Spektrum von a) 3,28-0,0’-diacetylbetulin 1b, b) 3-O-Acetylbetulin 1c und c) 3-O-
Acetylbetulinyl-28-O-sulfamat 3.

Alle in Abbildung 20 gezeigten Spektren wurden fir einen besseren Vergleich in deuteriertem
Chloroform aufgenommen. Fir die gezielte Schiitzung der Hydroxylgruppe am C3, muss zuvor das
zweifach geschutzt Derivat 1b synthetisiert werden. Die erfolgreiche Synthese von 1b ist in Abbildung
20a dargestellt. Hier ist deutlich eine Verschiebung der Signale der Wasserstoffatome am H3 und H28
zu héheren ppm zu erkennen. Vergleicht man das Spektrum von 1b mit dem vom Betulin (Abbildung
19) so ist eine signifikante Verschiebung der Protonen am C28 von urspringlich 3.35 ppmund 3.78 ppm
hin zu 3.48 ppm und 4.23 ppm zu erkennen. Ebenfalls eine Verschiebung ins Hochfallt erfahrt das Signal
des Wasserstoffes am C3, aufgrund der abschirmenden Effekte der Sauerstoffe, von 2.95 ppm hin zu
4.48 ppm. Des Weiteren sind die Signale der Methylgruppen beider Acetylgruppen bei 2.08 ppm und
2.05 ppm zu erkennen. Im zweiten Schritt der Synthese wurde durch schonendes Hydrieren mit CaH.
die Acetylschutzgruppe am C28 des Betulins entfernt. Dies ist ebenfalls mittels *H-NMR-Spektroskopie
zu verfolgen, sodass die Signale der C28-Wasserstoffe wieder zu den urspriinglich 3.35 ppm und
3.78 ppm verschoben werden. Dies und das Ausbleiben des Signales der drei Wasserstoffe am C34
zeigen in Abbildung 20b deutlich das Entfernen der Acetylschutzgruppe am C28 des Betulins. Im
letzten Schritt wurde eine Sulfamatgruppe an die freie Hydroxylgruppe am C28 des Betulins angebracht,
welches eine erneute Verschiebung der beiden Wasserstoffe am C28, hin zu 3.95 ppm und 4.37 ppm,
mit sich bringt. Zudem ist in Abbildung 20c ein Signal der eingefuihrten NH>-Gruppe vom Sulfamat bei
4.85 ppm zu sehen.

3.2.1.2 Sulfonamide

Viele der heute bekannten Sulfonamide zeigen eine antimikrobielle Wirkung. Diese beruht auf der

selektiven Hemmung des Enzyms Dihydropteroat-Synthase, welches Grundlage fur den Folsdure-

Stoffwechsel von Bakterien, Pilzen und Pflanzen ist, jedoch nicht in tierischen Zellen vorkommt*38-140,

Eine Anwendung als Antibiotikum leitet so nicht den direkten Zelltod von Bakterien ein, verhindert
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jedoch das Kopieren von Erbinformationen und somit dessen Proliferation. Ebenfalls sind Sulfonamide
aufgrund ihrer antitumoralen Wirkung ein vielversprechendes Forschungsgebiet in der Antitumor-
FOFSChUﬂg 62, 63, 93, 107, 141—149.

Q

cl H 0
OH AC.O OH C|)H-Or Na/‘i:sf—wuz
o] 2 o 3 0
HO 140°C, 4h )I\o DMF, Taurinamid )L
9 RT,12h 10

Schema 2. Schematische Darstellung des Syntheseweges von 3-O-Acetylbetulinsdure-28-taurinamid 10,
basierend auf der Betulinsdure. Gezeigt ist die Umsetzung von Acetylbetulinsdure mit Taurinamid zum
kurzkettigen Sulfonamid.

Sulfonamide bieten eine einfache Mdglichkeit die L&nge des Linkers zwischen dem zytotoxischem
Fragment und der Enzymbindegruppe zu variieren. Auf diese Weise sollte untersucht werden, ob es
moglich ist, eine Konjugat zu entwickeln, welches zuerst an die Carboanhydrase andockt und
anschliefend durch Spaltung die zytotoxische Gruppe freisetzt, wahrend die Bindegruppe weiterhin das
Enzym blockiert. Zudem sollte der Unterschied der C3-Verknupfung und C28-Verknlipfung genauer
untersucht werden. Fur die Herstellung eines mdglichst kurzen Linkers wurde Taurinamid Uber die
Herstellung eines aktiven Saurechlorides direkt an die Betulinsdure angebracht. Zu sehen ist dies in
Schema 2. Fur die Anbringung des Sulfonamides an die Carbonsaure der Betulinsdure musste zuvor die
Hydroxylgruppe am C3 der Betulinsdure geschiitzt werden. Hierfiir wurde Betulinséure in
Essigsaureanhydrid fiir mehrere Stunden gekocht und die Reste des Anhydrids durch quenchen mit
Wasser entfernt. Die erfolgreiche Synthese wurde durch den Vergleich des *H-NMR-Spektrums von 10
mit dem *H-NMR-Spektrum von Verbindung 9 Uberprift. Eine vollstandige Charakterisierung aller
Verbindungen ist im Kapitel 6.2.2 angegeben, wahrend die entsprechenden Spektren im Anhang 8.2
dargestellt sind.
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Abbildung 21. H-NMR-Spektrum von a) 3-O-Acetylbetulinsaure 9, und b) 3-O-Acetylbetulinsiure-28-
taurinamid 10.

Alle in Abbildung 21 gezeigten Spektren wurden fir einen besseren Vergleich in deuteriertem
Chloroform aufgenommen. Fir die Bestatigung der erfolgreichen Synthese von 9 wurde ein *H-NMR-
Spektrum aufgenommen, dargestellt in Abbildung 21a. Aus der Anbringung einer Acetylgruppe an der
freien Hydroxylgruppe des Betulins resultiert eine Verschiebung des Wasserstoffs am C3 von 2.94 ppm
hin zu 4.5 ppm. Zudem ist das Signal der Wasserstoffatome (Methylgruppe von der angebrachten
Acetylgruppe) bei einer Verschiebung von 1.97 ppm zu sehen. Im Anschluss daran wurde 10 tber ein
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reaktives Séaurechlorid mit 2-Aminoethanesulfonamid hergestellt. Die erfolgreiche Synthese konnte
ebenfalls mit Hilfe eines *H-NMR-Spektrum bestatigt werden. Zu sehen ist das Hinzukommen zweier
Signale in Abbildung 21b, zum einen bei einer Verschiebung von 3.75 ppm (dies entspricht den zwei
Wasserstoffatomen am C34) und bei einer Verschiebung von 3.28 ppm (dies entspricht den zwei
Wasserstoffatomen am C33). Ebenfalls deutlich im *H-NMR-Spektrum zu sehen ist das Signal des
Wasserstoffes am NH der Sulfonamidgruppe bei einer Verschiebung von 6.45 ppm und die Signale der
Wasserstoffatome am NH; bei einer Verschiebung von 5.38 ppm. Eine vollstandige Charakterisierung
aller Verbindungen ist im Kapitel 6.2.2 angegeben, wahrend die entsprechenden Spektren im Anhang
8.2 dargestellt sind. Um eine Verlangerung des Linkers zu gewdhrleisten, wurde an Stelle von
Betulinsdure Betulin, verwendet. Da fir die Anbringung von 2-Aminoethanesulfonamid eine
Carbonsaure zur Verfugung stehen muss, wurde Bernsteinséure als Linker zwischen Betulin und dem
Sulfonamid gewahlt. Hier ist eine einfache Veresterung tiber das Anhydrid der Beinsteinsaure méglich.
Zudem hat die verwendete Dicarbonséure einen minimalen Einfluss auf die verbesserte
Wasserldslichkeit. Der komplette Syntheseweg ist in Schema 3 gezeigt.
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Schema 3. Syntheseweg fir die Synthese der langkettigen Sulfonamide 3-Hemisuccinat-taurinamid-28-O-
acetylbetulinyl 13a und 3-(2-Methyl-hemisuccinat-taurinamid-28-O-acetylbetulinyl) 13b und 3-O-
Acetylbetulinyl-28-hemisuccinat-taurinamid ~ 14a und  3-O-Acetylbetulinyl-28-(2-methyl-hemisuccinat)-
taurinamid 14b Uber die zuvor hergestellten Zwischenstufen 3-Hemisuccinat-28-O-acetylbetulinyl 11a, 3-82-
Methyl-hemisuccinat)-28-O-acetylbetulinyl 11b und 28-Hemisuccinat-3-O-acetylbetulinyl 12a und 28-(2-
Methyl-hemisuccinat)-3-O-acetylbetulinyl 12b.

Fir diese Synthesestrategie wurde das schon zuvor beschriebene 3-O-Acetylbetulin 1c verwendet,
welches im ersten Schritt mit Bernsteinsdureanhydrid in Gegenwart von DMAP in Pyridin zu 12 (siehe
Kapitel 6.2.2.2) umgesetzt wurde. Dabei wurden alle Reaktionspartner fir mehrere Stunden unter
Ruckfluss erhitzt und zum Entfernen des Pyridins, das Gemisch in Essigsaureethylester aufgenommen,
bevor die organische Phase mit Wasser gewaschen werden konnte. Die erfolgreiche Synthese wurde
durch den Vergleich des *H-NMR-Spektrums von 14a mit dem *H-NMR-Spektrum von Verbindung 12
uberprift. Zu sehen ist dies in Abbildung 22 . Eine vollstandige Charakterisierung aller VVerbindungen
ist im Kapitel 6.2.2 angegeben, wahrend die entsprechenden Spektren im Anhang 8.2 dargestellt sind.
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Abbildung 22. TH-NMR-Spektrum von a) 3-O-Acetylbetulinyl-28-hemisuccinat 12 und b) dem Sulfonamid 3-O-
Acetylbetulinyl-28-hemisuccinat-taurinamid 14a.

Alle in Abbildung 22 gezeigten Spektren wurden fur einen besseren Vergleich in deuteriertem
Chloroform aufgenommen. Betrachtet man das *H-NMR Spektrum von 12 im Vergleich zu 1c, so ist
eine signifikante Verschiebung der Protonen am C28 von urspriinglich 3.35 ppm und 3.78 ppm hin zu
3.87 ppm und 4.26 ppm erkennbar. Zudem sind die Signale des angebrachten Bernsteinsdureesters
deutlich durch das Hinzukommen des Multipletts bei 2.66 ppm zu erkennen. In einem zweiten Schritt
wurde die freie Carbonséure mit 2-Aminoethanesulfonamid lber eine Kupplungsreaktion mit Hilfe der
Kupplungsreagenzien DCC und HOBT in Anwesenheit der Kupplungsbase DIPEA zum Amid
umgesetzt. Das Funktionieren dieser Reaktion konnte ebenfalls durch das Aufnehmen und Auswerten
des H-NMR-Spektrums von 14a im Vergleich zu 12 bestitigt werden. Nach Bildung des Amides
kommt es auf Grund der nicht mehr identischen Nachbaratome bei C34 und C35 zu einer Aufspaltung
der Signale der Wasserstoffatome am C34 und C35 von 2.66 ppm (fiir beide) zu einer Verschiebung
von 2.49 ppm fir die Wasserstoffe am C35 (geringere Abschirmungseffekte durch den Stickstoff im
Vergleich zum Sauerstoff) und 2.67 ppm flir die Wasserstoffe am C34. Ebenfalls sind die Signale der
Wasserstoffatome von C37 bei einer Verschiebung von 3.78 ppm und die des C38 bei 3.36 ppm zu
erkennen. Auch die Signale der Wasserstoffatome beider Stickstoffatome sind sehr gut erkennbar, mit
einer Verschiebung von 5.07 ppm fur die Wasserstoffatome der NH,-Gruppe und einer Verschiebung
von 6.4 ppm flr die Wasserstoffatome der NH-Gruppe. Eine vollstandige Charakterisierung aller
Verbindungen ist im Kapitel 6.2.2 angegeben, wéhrend die entsprechenden Spektren im Anhang
dargestellt sind.

3.2.1.3 Acetazolamid basierte Konjugate

Eine weitere interessante Verbindung zur Modifizierung des Betulins ist Acetazolamid, ein an ein 1,3.4-
Thiadiazol gebundenes Sulfonamid, welches zu den Carboanhydrase-Hemmer der ersten Generation
zahlt. Acetazolamid findet bereits klinische Anwendung als Antiglaukom 8 7% 150 bei der Behandlung
von zu hohem Augeninnendruck und als Antikonvulsiva (Behandlung von epileptischen Anfallen).
AuRerdem bewiesen Imiela et al**! | dass eine geringe Zugabe von Acetazolamid bei einer Residenz
gegenuber herkdmmlichen Diuretikua (Arzneimittel zur Fdrderung der Harnausscheidung bei
Einlagerungen von Wasser im Korper) einen erheblichen Einfluss auf die Wirkung zeigtens1%3, Die
Uberbelastung des Herzens, welche durch starke Wassereinlagerungen hervorgerufen wird, ist ein oft
vorkommendes Problem bei Herzerkrankungen. Ein groRer Vorteil der Zugabe von Acetazolamid liegt
in der raschen Aufnahme nach oraler Verabreichung. So konnte ein Maximum des Wirkstoffes
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2 Stunden nach Gabe im Plasma nachgewiesen werden, die Halbwertzeit lag bei 4 bis 8 Stunden?®,
Schon in den 1940er Jahren berichteten Mann et al. von dem harntreibenden Effekt des Acetazolamids,
welches sie mit der Hemmung der Carboanhydrase begriinden lasst***. Carboanhydrasen sind in den
Nieren in einer betrachtlichen Menge vorhanden, sodass diese in mindestens zwei physiologischen
Prozessen eine immense Rolle spielen. So sind sie verantwortlich fur die Aufrechterhaltung des
Gleichgewichts der saurehaltigen Homdostase (durch Aufnahme oder Ausscheidung von Protonen) und
der Resorption des Bicarbonates, welches dem Blutkreislauf rickgefuhrt wird. Gezeigt ist der
Mechanismus ohne Einsatz von Diuretika in Abbildung 23a.
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Abbildung 23. Schematischer Transportmechanismus im proximalen Tubulus der Nieren. In a) ist dabei im
Speziellen die Umsetzung des aus dem Blut filtrierten Bicarbonates gezeigt, welches mit Hilfe der CA IV und
Protonen zu CO, und H20 ungesetzt und in die Tubuluszellen zuriickgefiihrt wird. Dort findet eine zweite, durch
die CA 11, katalysierte Reaktion zu Protonen, welche im Austausch gegen Na* nach AufRen transportiert werden
und dem Biocarbonat, welche dem Blut zurlickgefiihrt werden, statt. b) nach Zufuhr von Acetazolamid kommt es
zur Hemmung der CA 1V. In Folge kommt es zu einer deutlichen Senkung von H,COgzin der Tubuluszelle. Weniger
Protonen stehen zum Austausch von Na* zur Verfigung.

Hemmt man die Carboanhydrase, so kommt es neben einer Erhthung des pH-Wertes ebenfalls zu einer
Erh6éhung der Urinmenge. Nach Aufnahme des Diuretikas kommt es rasch zu einer verminderten
Bildung von H,COgs in der Tubuluszelle. Als Folge dessen stehen weniger H*-lonen zum Austausch
gegen Na*-lonen zur Verfligung; es kommt auf Grund einer erhéhten Natriumkonzentration im
Primarharn zu starken Verdiinnungseffekten und somit zu einer verstarkten Ausscheidung von Wasser.
Die nun im Tubuluslumen fehlenden H*-lonen filhren zur verminderten Bildung von Kohlenséaure, da
eine Reaktion mit dem vorhanden Bicarbonat ausbleibt. Sowohl das Fehlen von Protonen, als auch eine
erhdhte Konzentration an HCO3™ sorgen anschlieBend fiir einen basischeren pH-Wert des Urins. Wie
schon zuvor beschrieben, soll das Hauptaugenmerk in dieser Arbeit jedoch auf der Therapie von
Tumoren mit einem erhéhten CA IX-Expressionslevel liegen. Dabei ist bekannt, dass bei Patientinnen
mit Mammakarzinomen und anderen Tumorformen ein stark erhéhtes CA IX-Expressionslevel,
verbunden mit Hypoxie und einer schlechten Prognose, vorliegt 1%, Oftmals damit assoziiert sind
Malignitat, ein starkes Wachstum des tumordsen Gewebes und eine Residenz gegentiber Chemotherapie
und Bestrahlung. Acetazolamid fihrt unmittelbar nach Verabreichung zu einer Ubersduerung und
Schwéchung des Tumors. Eine Schwéchung mittels CA IX-Inhibierung (durch weniger zytotoxische
Wirkstoffe, welche sehr geringe Nebenwirkungen hervorrufen; siehe LDso(Maus) = 4300mg/kg®®),
konnte die Mdglichkeit fir die Uberwindung der zuvor beschriebenen Strahlenresistenz sein.
Basierend auf diesem Wissen, war eines der Ziele dieser Arbeit, verschiedene Acetazolamid-verknipfte
Derivate sowohl mit, als auch ohne Betulin zu synthetisieren. Gezeigt ist das Syntheseschema der
Acetazolamid-basierten Konjugate (ohne Betulin) in Schema 4. Um eine reaktive Kupplungsstelle am
Acetazolamid zu generieren, wurde im ersten Schritt der Synthese, Acetazolamid in 37 %iger HCI unter
Ruckfluss erhitzt, um so die Acetamid-Gruppe zu spalten.
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Schema 4. Schematische Darstellung der Entschiitzung von Acetazolamid zu 5-Amino-1,3.4-thiadiazole-2-
sulfonamid 15 und die weitere Umsetzung mit Bernsteinsaureanhydrid zu 16. In einem weiteren Schritt wurde 16
mit Diglycolamin zu 17 umgesetzt.

Das reine Produkt 15 wurde mit einer Ausbeute von rund 60 % aus Essigsaureethylester umkristallisiert.
An diese konnte im zweiten Schritt ein Bernsteinsaureester angebracht werden, wobei 16 als Produkt
entstanden ist. Dazu wurde 15 mit Bernsteinsdureanhydrid in Acetonitril fir 3 Stunden unter Rickfluss
erhitzt, nach Beenden der Reaktion auf Raumtemperatur gekuhlt und das entstandene Produkt abfiltriert.
In einem letzten Schritt konnte Diglycolamin an die zuvor aktivierte Carbonséure von 16 (Kupplung
mittels DCC, HOBT) angebracht werden. Dafur wurde 16 in Acetonitril geldst und DIPEA, DCC und
HOBT hinzugegeben und fiir 10 min bei RT gerihrt. Die aktivierte Carbonsdure wurde anschliefend
tropfenweise zu einer Lésung aus Diglycolamin und Acetonitril bei 0 °C gegeben und fir weiter
18 Stunden bei RT geriihrt. Die erfolgreiche Synthese wurde durch den Vergleich des *H-NMR-
Spektrums von AZA mit dem *H-NMR-Spektrum von Verbindung 15, 16 und 17 tberpriift. Zu sehen
ist dies in Abbildung 24 und Abbildung 25.
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Abbildung 24. TH-NMR-Spektrum von a) Acetazolamid b) 5-Amino-1,3.4-thiadiazole-2-sulfonamid 15, c) 5-
Amino-1,3.4-thiadiazole-2-sulfonamid-hemisuccinat 16
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Abbildung  25. 'H-NMR-Spektrum von d) 5-Amino-1,3.4-thiadiazole-2-sulfonamid-hemisuccinat-
aminodiethylenglycol 17.

Alle in Abbildung 24 und Abbildung 25 gezeigten Spektren wurden fur einen besseren Vergleich in
deuteriertem Dimethylsulfoxid aufgenommen. Nach dem Entfernen der Acetamid-Gruppe im ersten
Schritt durch Kochen des Acetazolamids (AZA) in 37 %iger HCI, ist eine deutliche Verdnderung im
'H-NMR-Spektrum von 15 im Vergleich zu AZA zu erkennen. Das Signal der Wasserstoffatome der
entfernten Methylgruppe bei einer Verschiebung von 2.20 ppm ist génzlich verschwunden und daftr ist
ein Signal bei einer Verschiebung von 7.78 ppm hinzugekommen, welches der nun freien NH2-Gruppe
entspricht. Im zweiten Schritt wurde das entschiitzte Acetazolamid mit Bernsteinséureanhydrid in
Acetonitril umgesetzt. Das entstandene Produkt war nur begrenzt in Acetonitril 16slich, sodass dieses
nach Beenden der Reaktion mit einer Ausbeute von 73 % abfiltriert werden konnte. Das *H-NMR-
Spektrum von 16 im Vergleich zu 15 bestatigt das Gelingen dieser Synthese; neben der Eliminierung
des Signales der zuvor hinzugekommenen NH.-Gruppe bei einer Verschiebung von 7.78 ppm, sind auch
deutliche Signale bei einer Verschiebung von 2.58 ppm (C4) und bei 2.74 ppm (C5) zu erkennen.
Ebenfalls gut zu sehen ist das Signal der entstandenen NH-Gruppe bei einer Verschiebung von 2.90
ppm. Im letzten Schritt dieser Synthese wurde an die zuvor angeknlpfte Bernsteinsdure das
Diglycolamin, tiber eine Kupplungsreaktion mit DCC und HOBT, angebracht. Das entsprechende *H-
NMR-Spektrum von 17 ist in Abbildung 25 dargestellt und konnte ebenfalls mit dem Ausgangstoff 16
verglichen werden. Durch das Anbringen des Diglycolamins an der Bernsteinsdure kommt es zur
Bildung eines Amins, spiegelverkehrt zu der Knupfungsstelle der Bernsteinséure an 15. Dadurch kommt
es, aufgrund des identischen Umfelds von C4 und C5 zur Verschiebung der Signale der
Wasserstoffatome am C4 und C5 ausgehend von einer Verschiebung bei 2.58 ppm (C4) und bei
2.74 ppm (C5) bei 16, zu einem Multiplett bei einer Verschiebung von 3.15 ppm. Zusétzlich zu den
Signalen der Bernsteinséure, sind bei 17 sowohl die Signale bei einer Verschiebung von 3.40 ppm fr
die Wasserstoffatome am C9 und C10 erkennbar, als auch das Hinzukommen zweier Signale, zum einen
bei 2.71 ppm (C7) und bei 3.47 ppm (C8). Auch sehr deutlich zu sehen ist ein breiten Signals bei einer
Verschiebung von 4.54 ppm, welches dem Signal des Wasserstoffes der Hydroxylgruppe zugeordnet
werden kann.

Wie im oberen Abschnitt bereits beschrieben, sollte auch bei hier untersucht werden, ob es mdglich
ist, eine Konjugat zu entwickeln, welches zuerst an die Carboanhydrase andockt und anschlieRend durch
Spaltung die cytotoxische Gruppe freisetzt, wahrend die Bindegruppe weiterhin das Enzym blockiert.
Neben der schon zuvor beschriebenen Dicarbonsdure (Bernsteinsaure), wurde zusétzlich Diglycolamin
als Verlangerung eingesetzt. Aufgrund der enthaltenen Sauerstoffatome im Linker soll so eine
verbesserte Wasserlgslichkeit erzielt werden. Die komplette Synthesestrategie ist in Schema 5 gezeigt.
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Schema 5. Syntheseweg fir die gezeigten Acetazolamid-Betulin(séure)-Derivate 3 18 und 21 mit den jeweiligen
Vorstufen 12, 19 und 20.

Fir die Anbringung von 15 an das Betulin, wurde dieses zuvor mit Bernsteinsdureanhydrid zu 12
umgesetzt. Der entstandene Bernsteinsaureester konnte anschlieend mit Oxalylchlorid in
Dichlormethan (und DMF als Katalysator) bei Raumtemperatur zum Saurechlorid umgesetzt werden,
welches durch Zugabe von 15 direkt zu 18 weiterreagieren konnte. Die erfolgreiche Synthese konnte

durch den Vergleich des *H-NMR-Spektrums von 18 mit dem von 12 bestatigt werden. Zu sehen ist dies
in Abbildung 26.
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Abbildung 26. *H-NMR-Spektrum von a) 3-O-Acetylbetulinyl-28-hemisuccinat 12, und b) 3-O-Acetylbetulinyl-
28-hemisuccinat-5-amino-1,3.4-thiadiazol-2-sulfonamid 18.
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Alle in Abbildung 26 gezeigten Spektren wurden flir einen besseren Vergleich in deuteriertem
Dimethylsulfoxid aufgenommen. Nach dem erfolgreichen Anbringen von 15 an die zuvor chlorierte
Bernsteinséure von 12 kommt es auf Grund der nicht mehr identischen Nachbaratome des C34 und C35
zu einer Aufspaltung der Signale der Wasserstoffatome am C34 und C35 von 2.68 ppm (fur beide) zu
einer Verschiebung von 2.67 ppm fir die Wasserstoffe am C35 (geringere Abschirmungseffekte durch
den Stickstoff im Vergleich zum Sauerstoff) und 2.82 ppm fiir die Wasserstoffe am C34. Auch die
Signale der Wasserstoffatome beider Stickstoffatome sind sehr gut erkennbar, mit einer Verschiebung
von 8.28 ppm fir die Wasserstoffatome der NH,-Gruppe und einer Verschiebung von 5.68 ppm fir die
Wasserstoffatome der NH-Gruppe. Eine volistandige Charakterisierung aller Verbindungen ist im
Kapitel 6.2.3 angegeben, wahrend die entsprechenden Spektren im Anhang 8.3 dargestellt sind.

Eine zweite Mdglichkeit fur die Entwicklung von Betulin(séure)-Acetazolamid-Konjugaten bestand in
der Anbringung des entschiitzten Acetazolamids (5-Amino-1,3.4-thiadiazol-2-sulfonamid) an die
Betulinsdure. Fir das Erreichen eines grofReren Abstandes zwischen dem Wirkstoff (in diesem Fall die
Betulinsdure) und dem CA IX-Inhibitor (Acetazolamid) wurde bei diesem Syntheseweg Diglycolamin
als polare Kette eingefiigt. Dazu wurde im ersten Schritt die freie Hydroxylgruppe der Betulinsdure
durch Acetylierung geschiitzt. Die isolierte Acetylbetulinsure konnte anschlieBend mit Oxalylchlorid
in trockenem Dichlormethan zum wesentlich reaktiveren Carbonsaurechlorid umgesetzt werden. Diese
wurde anschlieBend bei T=0 °C langsam zu Diglycolamin, geldst in trockenem Dichlormethan,
hinzugegeben. Durch das Senken der Reaktionstemperatur und dem langsam Hinzugeben sollte der
nicht gewiinschte und weniger reaktive nucleophile Angriff des Elektronenpaars der Hydroxylgruppe
unterdriickt werden. Die erfolgreiche Synthese wurde durch den Vergleich des *H-NMR-Spektrums von
19 mit dem *H-NMR-Spektrum von Verbindung 9 Gberprift. Eine vollstandige Charakterisierung aller
Verbindungen ist im Kapitel 6.2.3 angegeben, wahrend die entsprechenden Spektren im Anhang 8.3
dargestellt sind.
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Abbildung 27. 'H-NMR-Spektrum von a) 3-O-Acetylbetulinsaure 9, und b) 3-O-Acetylbetulinsaure-
aminodiethylenglycol-amid 19.

Das in Abbildung 27b gezeigte *H-NMR-Spektrum von Verbindung 19 bestatigt die erfolgreiche
Synthese dieser. Bei dem Vergleich von 19 mit dem *H-NMR-Spektrum der Acetylbetulinsaure (9) fallt
deutlich auf, dass in einem Bereich von 3.0 ppm - 4.0 ppm die Signale der vier CH>-Gruppen vom
Diglycolamin hinzugekommen sind. Genauer betrachtet, findet man die Signale der Wasserstoffatome
am C33 bei einer VVerschiebung von 3.09 ppm und 3.40 ppm. Die Signale der Wasserstoffatome am C34
sind zu deutlich hoheren ppm (3.7 ppm) verschoben, da der benachbarte Sauerstoff vom C34 einen
starkeren entschirmenden Effekt auf diese austbt.
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Des Weiteren sind die Signale vom H35 und H36 bei einer Verschiebung von 3.55 ppm zu finden,
welche durch die auf beiden Seiten benachbarten Sauerstoff keine Aufspaltung erfahren. Auch sehr
signifikant ist das Signal bei einer Verschiebung von 6.02 ppm, welches dem Wasserstoff der NH-
Gruppe zugeordnet werden kann. Es ist deutlich zu erkennen, dass sich hauptséchlich das NH-
gebundene Derivat gebildet hat. Die nun zur Verfligung stehende Hydroxylgruppe des Diglycolamin
konnte in einem néchsten Schritt mit Bernsteinsdureanhydrid umgesetzt werden.
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Abbildung 28. *H-NMR-Spektrum von 3-O-Acetylbetulinsiure- aminodiethylenglycol-amid-hemisuccinat 20.

Dazu wurden alle Reaktionspartner fur mehrere Stunden unter Riickfluss erhitzt und nach Beenden der
Reaktion das Gemisch in Essigséureethylester aufgenommen, bevor die organische Phase mit Wasser
gewaschen werden konnte. Die erfolgreiche Synthese wurde durch den Vergleich des *H-NMR-
Spektrums von 20 mit dem *H-NMR-Spektrum von Verbindung 19 tberpriift. Neben den schon zuvor
beschriebenen Signalen von 19, sind nach Anbringung der Bernsteinsdure, die Signale der
Wasserstoffatome beider CH,-Gruppen deutlich zu erkennen, welche bei einer Verschiebung von
2.66 ppm zu finden sind. Dies entspricht dem Signal von H37 und H38 in Abbildung 28. Im letzten
Schritt erfolgte dann das Anbringen von 15 an Verbindung 20. Auch hier wurde, wie schon bei der
Synthese von 18, zuvor das deutlich reaktivere Carbonsdurechlorid, welches durch Umsetzung von 20
mit Oxalylchlorid in trockenem Dichlormethan (und DMF als Katalysator), hergestellt, an diese im
Anschluss 15 angebracht werden konnte. Die erfolgreiche Synthese wurde durch den Vergleich des *H-
NMR-Spektrums von 20 mit dem *H-NMR-Spektrum von Verbindung 21 tberpriift.
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Abbildung 29. H-NMR-Spektrum von 3-O-Acetylbetulinsaure-aminodiethylenglycol-amid-hemisuccinat-5-
amino-1,3.4-thiadiazol-2-sulfonamid 21.

Auf Grund der erhdhten Polaritdt von 21, wurde dieses, anders als Verbindung 20, in deuteriertem
DMSO aufgenommen. Aus diesem Grund sind die Signale der Wasserstoffe beider NH-Gruppen (der
bereits vorhandenen von 20 und der bei erfolgreicher Synthese von 21 zusétzlichen) bei einer
Verschiebung von 7.53 ppm und 7.40 ppm. Wie schon bei der Untersuchung von 18 mittels *H-NMR-
Spektroskopie, ist auch bei 21 zu beobachten, dass es nach Anbringung von 15 an 20 zu einer
Aufspaltung der Signale der Wasserstoffatome am C38 und C39 kommt. So sind diese bei Verbindung
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20 bei einer Verschiebung von 2.79 ppm und bei Verbindung 21 bei einer Verschiebung von 2.79 ppm
(C38) und 2.66 (C39) zu finden.

3.2.1.4 Saccharin als funktionelle Gruppe

Saccharin ist bekannt als erster und &ltester synthetisch hergestellte StRRstoff. 1878 entdeckten die
Chemiker Fahlberg und Remsen die Synthese von Saccharin tber eine Oxidation von o-Toluolsulfamid,
wie im gleichnamigen Artikel beschrieben®. Neben einer 700fach starkeren StiRkraft als Glukose,
konnte nachgewiesen werden, dass Saccharin eine antimikrobielle Wirkung zeigt*®’. Aus diesem Grund
findet Saccharin eine breite Anwendung bei der Herstellung von Zahnpasta und anderen
Zahnpflegeprodukten. Neben der allgemein gelaufigen Verwendung als St3stoff, steigt zunehmend das
Interesse von Saccharin als Carboanhydrase 1X und XII-Inhibitor. Saccharin wird in den meistens Féllen
als Natriumsalz verwendet, bestehend aus einem Sulfid und einem Lactam, welches ein zyklisches
Sulfonamid bilden. Klassische Carboanhydrase-Inhibitoren, wie beispielsweise die zuvor beschriebenen
Sulfamate und Sulfonamide interagieren durch Komplexierung des aktiven Zinkzentrums der
Carboanhydrase mit dem Enzym®. Carradori et al. konnte dem entgegen zeigen, dass die
Wirkungsweise von Saccharin auf einem anderen Mechanismus beruht. Ausgehend von ausfiihrlichen
docking Untersuchungen konnten die Arbeitsgruppe um Carradori zeigen, dass keine der untersuchten
Saccharinderivate direkt mit dem Zn?*-lon der Carboanhydrase IX interagiert'*®. Desto erstaunlicher
sind die Kkleinen ki-Werte im nM-Bereich. Eine Erklarung dafiir wéren elektrostatische
Wechselwirkungen, welche eine Konformationsénderung des aktiven Zentrums des Enzyms bewirken.
Da Saccharin und einige Derivate des Saccharins bei der Inhibierung der Carboanhydrase IX sehr
vielversprechende Ergebnisse zeigten, war ein Ziel dieser Arbeit die Synthese eines Saccharin-Betulin-
Konjugates, welches sowohl als CA IX Inhibitor, als auch als Zytostatika in Tumorzellen fungiert. Eine
Ubersicht der hergestellten Saccharin-Betulin-Konjugate ist in Schema 6 dargestellt.
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Schema 6. Syntheseweg fur die gezeigten Saccharin-Betulin-Derivate 28 und 29 mit den jeweiligen Vorstufen
25a, 26 und 27, sowie der vereinfachte Syntheseweg der modifizierten Saccharin-Derivate ohne Betulin 22, 23
und 24.

Fur das Anbringen des Saccharins an das Betulin musste fur die Bereitstellung eines reaktiven Halogens
zuvor Chloressigsaurechlorid angebracht werden. Hierbei wurden zwei verschiedene Synthesestrategien
angewandt. Bei der ersten Variante wurde vor der Veresterung mit Chloressigsaurechlorid zuvor die
C28-Position des Betulins mit Hilfe eines Propionséureesters geschiitzt, sodass die Veresterung des
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Chloressigséurechlorids nur an der C3-Position des Betulins mdglich war. Dafiir wurde Betulin
zusammen mit DMAP als Katalysator und Triethylamin in DCM geldst und auf 0 °C gekihlt.
AnschlieBend wurde langsam Propionséureanhydrid zugegeben und die Reaktion bei RT fiir weitere
5 Stunden gerlihrt. Neben Betulinyl-28-propionat (25a), entstand auch zum geringen Teil das zweifach
substituierte Derivat. Durch Verwenden von 1 eq. Propionséureanhydrid konnte die Reaktion auf Seiten
des einfach substituierten Derivates gebracht werden. Fur die Synthese von 26 wurde Betulin zusammen
mit Chloressigséurechlorid in DMA gel6st und fir zwei Stunden auf 90 °C erhitzt. Aufgrund des
Sdurechlorids, mit Chlorid als sehr gute Abgangsgruppe, lief die Reaktion sehr schnell und in
gualitativen Ausbeuten ab. Auf gleiche Weise wurde auch die zweite Synthesevariante von 27b
durchgefuhrt, bei der das ungeschutzte Betulin mit Chloressigsaurechlorid, umgesetzt wurde. Im letzten
Schritt konnte anschlieBend Saccharin in Gegenwart von Kaliumcarbonat in DMA an 26 bzw. 27b
gekoppelt werden. Bei dem letzten Schritt konnten Ausbeuten zwischen 17 % (29) und 52 % (28)
erreicht werden. Eine Verbesserung der Ausbeute konnte durch den Einsatz eines anderen
Losungsmittels oder einer langeren Reaktionsdauer erzielt werden. Die erfolgreiche Synthese wurde
durch den Vergleich des *H-NMR-Spektrums von 25a mit dem *H-NMR-Spektrum von Verbindung 26
und 28 (Schema 1) uberprift. Dabei wurde CDClIs als Losungsmittel verwendet. Eine vollstandige
Charakterisierung aller Verbindungen ist im Kapitel 6.2.5 angegeben, wahrend die entsprechenden
Spektren im Anhang 8.4 dargestellt sind.
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Abbildung 30. *H-NMR-Spektrum von a) Betulinyl-28-propionat 25a, b) Betulinyl-3-chloracetat-28-propionat 26
und c) Betulinyl-3-acetyl-(1,2-benzisothiazol-3(2H)-on-1,1-dioxid)-28-propionat 28 als Beispiel eines Saccharin-
Betulin-Derivates.
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Da beide aufgezeigten Varianten (Schema 6) der Synthese der Saccharin-Betulin-Konjugate sehr
ahnlich ablaufen, wird in diesem Teil der Arbeit nur auf einen der beiden Synthesewege eingegangen.
Gezeigt ist dabei in Abbildung 30 die *H-NMR-Analyse des Syntheseweges A mit der Einflihrung einer
Schutzgruppe am C28 und der gezielten Anbringung des Saccharins an der C3-Position des Betulins.
Nach Anbringung einer Propionatschutzgruppe ist auch bei 25a eine Tieffeldverschiebung der
Wasserstoffsignale am C28 zu hoheren Verschiebungen von 3.87 ppm und 4.28 ppm zu erkennen. Auch
sind deutlich die Signale (Multiplett bei 2.33 ppm) der Wasserstoffatome vom C32 und die vom C33
(Triplett bei 1.15 ppm) zu sehen. Auch nach der Reaktion von 25a mit Chloressigséurechlorid zu 26
sind diese Signale noch zu sehen. Lediglich ein Signal, das der Wasserstoffatome am C35 bei 4.04 ppm,
kommt nach der Synthese von 26 hinzu. Dieses ist durch die starke Elektronegativitat und der damit
verbundene Entschirmung des Chlors stark ins Tieffeld verschoben. Dieser Effekt (bt sich ebenfalls auf
das Signal des Wasserstoffes am C3 aus, sodass dieses bei chemischen Verschiebungen von 4.59 ppm
zu finden ist. Dieser Effekt ist nach Anbringung des Saccharins an 26 nicht mehr zu sehen, sodass das
Signal der Wasserstoffe am C3 von 28 bei einer Verschiebung von 4.09 ppm zu finden ist. Ein weiterer
Hinweis auf die erfolgreiche Synthese von 28 sind die Signale der vier Wasserstoffe des aromatischen
Systems vom Saccharin, welche bei chemischen Verschiebungen von 7.84 - 8.04 ppm zu finden sind.
Fir einen besseren Abgleich der gemessen enzymkinetischen Daten, auf welche in Kapitel 3.2.3
genauer eingegangen werden soll, wurden drei bereits Literatur bekannte Derivate des Saccharins
synthetisiert und als Referenz verwendet. Da auch diese Synthesen von 22 - 24 analog ablaufen, wird
an dieser Stelle nur auf die Synthese und das *H-NMR-Spektrum von 24 genauer eingegangen. Dazu
wurde Saccharin in trockenem DMF gel6st und 1 eq. Kaliumcarbonat zu der Losung hinzugegeben.
Nach weiteren 5 Minuten erfolgte anschlieRend die Zugabe von 2 eq. 4-Bromobenzylbromid. Das
Reaktionsgemisch wurde fiir 72 h auf 80 °C erhitzt und nach Beenden der Reaktion aufgereinigt. Die
erfolgreiche Synthese wurde durch den Vergleich des *H-NMR-Spektrums von Saccharin mit dem H-
NMR-Spektrums von Verbindung 24 (Schema 6) Uberprift.
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Abbildung 31. 'H-NMR-Spektrum von a) Saccharin und b) 2-(4-bromobenzyl)-1,2-benzothiazol-3(2H)-on-1,1-
dioxid 24.

Gezeigt ist in Abbildung 31 das 'H-NMR-Spektrum der Modifizierung von Saccharin mit 4-
Bromobenzylbromide zu Verbindung 24. Neben den Signalen des Saccharins, welche sich in einem
Bereich von 7.9 - 8.2 ppm befinden, sind in b) weitere Signale in einem Bereich von 7.3 - 7.5 ppm zu
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sehen. Bei genauerer Betrachtung kdnnen diese den Wasserstoffatomen von C10 - C14 zugeordnet
werden. Durch den entschirmenden Effekt des Broms sind die Signale von H11 und H13 minimal zu
hoheren chemischen Verschiebungen verschoben. Desweitern kommt bei einer chemischen von
4.85 ppm ein Singulett hinzu, welcher den zwei Wasserstoffatomen am C8 zugeordnet werden konnten.

3.2.2 Bestimmung der Zytotoxizitat

Um eine Einschatzung zu bekommen, in welchem Malle Substanzen die Fahigkeit haben, maligne
Zelllinien in Threm Wachstum zu beeinflussen, musste die Zytotoxizitét dieser zundchst getestet werden.
Fur die in vitro Testung wurden immortalisierte, malige Zellkulturen flr einen definierten Zeitraum
(96 Stunden) mit unterschiedlichen Konzentrationen der zu testenden Substanzen behandelt und das
Wachstum im Vergleich zu einer unbehandelten Probe betrachtet. Zur Identifizierung des
Zellwachstums in Abhangigkeit verschiedener Substanzen wurden in dieser Arbeit zwei verschiedene
kolorimetrische Methoden verwendet. Bei dem ersten Assay handelt es sich um den MTT-Assay,
welcher von Mosmann®® im Jahre 1983 erstmals verdffentlicht wurde und bis zur Entdeckung des SRB-
Assays einer der wichtigsten Tests zur Bestimmung der Zytotoxizitat war. Im Gegensatz zum SRB-
Assay wird hier der Farbumschlag des wasserlgslichen Tetrazoliumsalzes (MTT) durch die
mitochondriale Reduktase zu einem wasserunléslichen Formazan beobachtet (Abbildung 32). Dieser
Farbumschlag beruht auf der Fahigkeit der Zellen, den eingesetzten Farbstoff aktiv in den
Mitochondrien zu verstoffwechseln, wodurch neben der Aussage, der vital-tot-Unterscheidung, auch
eine Aussage Uber die Funktionalitat der Mitochondrien getroffen werden kann. Trotz dieser Erkenntnis
ist der MTT-Assay weniger verbreitet, da es zwischen den verwendeten Zelllinien starke Unterschiede
in der Fahigkeit, MTT zu reduzieren, gibt. Ein zweiter Test, der SRB-Assay, beruht auf der Feststellung
von vitalen Zellen durch Anfarben verbleibender Proteine mit dem Farbstoff Sulforhodamin B, dessen
Absorptionsmaximum bei einer Wellenldnge von A = 565 nm liegt. Da das Anfarben unabh&ngig von
der Vitalitat der Zellen ist, missen tote Zellen zuvor abgetrennt werden. Bei den in dieser Arbeit
verwendeten Zelllinien handelte es sich um adhérente Zellen. Kommt es zum Tod der Zellen, Idsen diese
sich ab und kdnnen durch Verwerfen des alten Mediums entfernt werden. Der SRB-Assay wurde
erstmals 1990 von P. Skehan'® et al. publiziert und ist bis heute einer der meist verwendeten Assay zur
Bestimmung der Zytotoxizitéat.
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Abbildung 32: Darstellung a) des Umsatzes von MTT zu Formazan nach Zugabe von MTT zu Zellen mit
funktionierendem Stoffwechsel und b) die Strukturformal des im sauren Milieu an Proteine bindenden Farbstoffs,
Sulforhodamin B (SRB).

Als Ergebnis resultiert bei beiden Methoden ein relatives Zellwachstum in Abhéangigkeit der
eingesetzten Wirkstoffkonzentration, die sogenannte Dosis-Wirkungs-Beziehung. Anhand dieser
Auftragung konnte die ICso-Konzentration ermittelt werden. Die 1Cso-Konzentration ist die
Konzentration, bei der noch 50 % des relativen Zellwachstums vorhanden ist. Neben der Bestimmung
der inhibitorischen Konzentration wurde in dieser Arbeit auch die Selektivitat der Wirkstoffe untersucht.
Die Selektivitét zeigt an, ob die getesteten Substanzen eine bevorzugte Wirkung auf die Hemmung des
Wachstums von Tumorzelllinien hervorrufen, oder ob sie eher einen ungewollten Einfluss auf das
Wachstums von Normalzellen (Fibroblasten) ausiiben. Dazu wurden alle Wirkstoffe sowohl an
humanen und equinen Tumorzelllinien, als auch an Normalzellen, Fibroblasten (Maus/equine), getestet.
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3.2.2.1 Zytotoxizitdt an humanen Zelllinien

Zur Bestimmung der zytotoxischen Wirkung wurde die 1Cso-Werte von allen synthetisierten Substanzen
nach einer Behandlungsdauer von 96 Stunden, an vier verschiedenen Zelllinien, drei humane
Tumorzelllinien und eine Normalzelllinie (Maus Fibroblasten), untersucht. Bei den verwendeten
Zelllinien handelt es sich um die A375 (humanes Melanom), MCF7 (humanes Mammkarzinom), A2780
(humanes Ovarialkarzinom) und NIH3T3 (Mausfibroblast). Das Verwenden einer Normalzelllinie, in
diesem Fall das Verwenden der Zelllinie NIH3T3, erlaubt anschlieRend die Bestimmung der Selektivitat
der Wirkstoffe. Fur die Bestimmung der Zytotoxizitdt an humanen Zelllinien wurde ausschliellich der
SRB-Assay verwendet, bei dem die zuvor ausgesaten Zellen mit unterschiedlichen Wirkstoff-
konzentrationen der zu untersuchenden Substanz behandelt wurden. Verwendet wurde dafiir eine
20 mM Stammlésung (Wirkstoff wurde dafur in DMSO gel6st), wobei eine Endkonzentration von 0.5 %
DMSO wahrend der Behandlung nicht Gberschritten wurden (genaue Zellzahlen und Konzentrationen
siehe Kapitel 6.3). Die gemessenen OD-Werte wurden auf die Puffer-OD-Werte normalisiert.
AnschlieBend erfolgte die Bestimmung der 1Cso-Werte durch Modellierung der erhaltenen Daten in
GraphPad Prism mit der dose-response-curve-inhibition. In Tabelle 1 - Tabelle 3 sind die gemessenen
Konzentrationen halbmaximaler Wachstumsinhibierung (ICso-Werte) der gemessenen Substanzen
gezeigt. Betulinsaure soll dabei als Vergleich mitgefiihrt werden. Als Kontrolle wurde die maximale
Konzentration an DMSO als Wachstumskontrolle mitgefuhrt. Gezeigt sind die Werte der untersuchten
Sulfamate 1a - 8 (Tabelle 1), wobei 1c nicht I6slich in DMSO war und aus diesen Griinden der 1Cso-
Wert nicht bestimmt werden konnte, der Sulfonamiden 9 - 14b und den dazugehérigen Derivaten des
Acetazolamids 15 - 21 (Tabelle 2) und die der Saccharin-basierten Konjugate 22 - 29 (Tabelle 3) nach
96 Stunden Behandlungsdauer. Die kompletten Dosis-Wirkungskurven sind im Anhang 7.1 - 7.4
gezeigt.
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Abbildung 33. Strukturelle Darstellung der getesteten Sulfamate.

Zum besseren Vergleich wurde die Zytotoxizitat von Betulin und Betulinsdure ebenfalls an den vier
aufgefuhrten Zelllinien bestimmt und mit angegeben. Bei allen getesteten Zelllinien zeigt sich bei der
Behandlung mit Betulinséure ein I1Cso-Wert von ca. 13 uM. Auch das Betulin, zeigt eine sehr gute
zytotoxische Wirkung mit 1Cso-Werten in einem Bereich von 4.5 uM - 6.5 pM. Eine Selektivitat konnte
jedoch bei den verwendeten Tumorzelllinien bei keiner der beiden Substanzen festgestellt werden. Nach
Anbringung einer oder mehrerer Acetylschutzgruppen am Betulin (1a - 1c) kommt es zu einer
Verschlechterung der Loslichkeit in DMSO bzw. zu einer Erhéhung der ICso-Werte im Vergleich zum
Betulin. Eine Verbesserung der zytotoxischen Wirkung tritt jedoch nach Uberfilhrung der acetylierten
Betulinderivate in ein Sulfamat ein.
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Tabelle 1. Ermittelte 1Cso-Konzentration (in uM mit Angabe der Standardabweichung) von Betulin/Betulinséure
und den Sulfamaten la - 8 nach 96 Stunden Behandlungsdauer. Verwendet wurde der SRB-Assay, wobei
mindestens drei biologische und 12 technische Replikate angefertigt wurden.

Substanzklasse  Bezeichnung A375 MCF7 A2780 NIH3T3
Betulinsdure 13.1+£0.9 13.0£1.0 125+1.8 13.3+£1.3
Betulin 6.5+0.2 49+0.2 54+0.2 46104
la - 27.1+0.9 25.2+0.9 156 +£0.7
1b 15.4+0.8 23.9+2.1 26.7+0.3 21.7+1.4
2 11.2+£1.0 11.8+1.0 9.6+0.1 89112
Sulfamate 3 8.1+0.3 10.7+0.5 6.8+£0.3 98+14
4 17.3+1.6 114+1.1 135+1.1 13.4+1.2
5 125+21 142+1.2 8.85+1.1 121+1.2
6 - 178+3.4 26.7+2.1 27.2+3.1
7 - 95.1+5.6 > 100 > 100
8 > 100 > 100 > 100 > 100

Bei Verbindung 3 zeigte sicher der deutlichste Effekt an der Zelllinie A2780, mit einer inhibitorischen
Konzentration von 6.8 uM. Mit einem I1Cso-Wert von 9.8 UM bei der Normalzelllinie NIH3T3 zeigt sich
im Vgl. zur der A2780 ebenfalls eine Selektivitat von 1.44. Sowohl die 1Cso-Wert von Verbindung 3,
als auch die der Verbindung 2 liegen im Durchschnitt bei einer Konzentration von 10 uM. Nach
Umsetzung des ungeschiitzten Betulins zu 4 und 5, kommt es zu keiner entscheidenden Verénderung
der zytotoxischen Aktivitat. Sehr erstaunlich ist hingegen der signifikante Unterschied bei den
Verbindungen 6 und 7, da es sich bei beiden Verbindungen um Octyl-basierte, Betulin(séure)-freie
Verbindungen mit entweder einer oder zwei Sulfamatgruppen handelt. Ein deutlich niedrigerer 1Cso-
Wert, von ca. 25 uM, wird durch das einfache Octylsulfamat (6) hervorgerufen, wobei die Werte von
Octyldisulfamat (7) generell Gber 100 uM lagen. Als Vergleich wurde anschlielend Triethylenglycol
zum Disulfamat (8) umgesetzt; mit daraus resultierenden 1Cso-Werten von gréBer 100 uM bei den
verwendeten humanen Zelllinien.

Neben der Untersuchung der Sulfamate, erfolgte die Testung der hergestellten Sulfonamide, wozu auch
das Acetazolamid gehort.

b) Zytotoxizitat der Sulfonamide
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Abbildung 34. Strukturelle Darstellung der getesteten Sulfonamide.

Die mittels SRB-Assay bestimmten ICso-Werte sind in Tabelle 2 dargestellt. Die untersuchten

Sulfonamide 9 - 14 sind Derivate der Betulinsdure (siehe Verbindung 10) und des Betulins (siehe
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Verbindung 11 - 14). Bei den Derivaten der Betulinsdure zeigt sich schon nach dem Schitzen der
vorhandenen Hydroxylgruppe mit einer Acetylgruppe (9) eine deutliche Verbesserung der Zytotoxizitat
mit Werten zwischen 8 - 10 uM. Eine Selektivitat ist jedoch bei keiner der untersuchten Zelllinien zu
beobachten.

Tabelle 2. Ermittelte 1Cso-Konzentration (in pM mit Angabe der Standardabweichung) der Sulfonamide 9 -1 4b

nach 96 Stunden Behandlungsdauer. Verwendet wurde der SRB-Assay, wobei mindestens drei biologische und 12
technische Replikate angefertigt wurden.

Substanzklasse  Bezeichnung A375 MCF7 A2780 NIH3T3
9 10.5+£0.8 9.2+0.9 7.8+0.7 79+15
10 6.4+0.7 75+£0.7 104+0.8 13911
1lla 156+1.2 106+04 12.45+0.2 11.9+0.6
11b 105+£1.0 12105 14113
. 12a 121+15 9.8+0.6 12.3+3.9 10.8+2.6
Sulfonamide
12b 72+15 8.5+0.3 11.6+0.6
13a 10.7+£1.8 11.8+0.6 14.1+0.9 11.5+0.8
13b 7.3+15 10617 93+11
14a 94+05 8.6x+0.7 11414 11.3+2.6
14b 57+0.9 7.8+0.6 115+16

Das Sulfonamid der Acetylbetulinsdure 10 zeigt die effektivste Wirkung auf die humane
Melanomzelllinie A375 mit einem ICso-Wert von 6.4 uM und einer Selektivitat von 2.2 (NIH3T3 mit
einem ICso - Wert von 13.9 uM). Auch nach Umsetzung der Verbindungen 11a/11b und 12a/12b zum
Sulfonamid 13a/13b und 14a/14b (sowohl C3, als auch C28 verkniipft) zeigt sich ein positiver Effekt
auf die Zytotoxizitat. Zeigte die Behandlung mit 11a und 12a halbmaximale Wachstumshemmung in
einen Bereich von 11 - 25 pM, so sinkt diese nach Anbringung des Sulfonamids bei 13a und 14a auf
einem Konzentrationsbereich von 8 - 14 uM. Der stérkste Effekt wurde durch die Behandlung der
Zelllinie MCF7 mit 14b erreicht. Hier konnte ein 1Cso-Wert von 5.7 uM bestimmt werden. Auch ist eine
leichte Selektivitat zur Normalzelllinie NIH3T3 mit einem 1Cso - Wert von 11.5 uM (Selektivitdt von
2.0) zu erkennen. Bei den nachfolgenden Verbindungen 15 - 21 handelt es sich um Derivate des
Acetazolamids (AZA), sowohl mit, als auch ohne Betulin(sdure).

C) Zytotoxizitit der Acetazolamid-Konjugate
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Abbildung 35. Strukturelle Darstellung der getesteten Acetazolamid-Konjugate.

Acetazolamid selbst zeigt mit Werten tiber 100 uM keine Zytotoxizitat auf die verwendeten Zelllinien,
ist jedoch ein literaturbekannter CA IX - Inhibitor. Aus diesem Grund wurden unterschiedliche Derivate
trotz der geringen zytotoxischen Wirkung des Ausgangsstoffes AZA hergestellt.
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Tabelle 3. Ermittelte 1Cso-Konzentration (in UM mit Angabe der Standardabweichung) der Derivaten des
Acetazolamids 15 - 21 nach 96 Stunden Behandlungsdauer. Verwendet wurde der SRB-Assay, wobei mindestens
drei biologische und 12 technische Replikate angefertigt wurden

Substanzklasse  Bezeichnung A375 MCF7 A2780 NIH3T3
AZA > 100 > 100 > 100 > 100
15 > 100 > 100 > 100 > 100
16 > 100 > 100 > 100 > 100
Derivate des 17 > 100 > 100 > 100 > 100
Acetazolamids 18 7.2+0.6 6.2+0.2 8.7+20 7.6+0.9
19 43+0.2 59+0.2 95+0.9 75+13
20 10.5+0.6 7.3+04 123+15 74+0.2
21 > 100 > 100 35.1+3.4 52+2.3

Nach Entfernen der Schutzgruppe zu 15 trat keine Anderung der Zytotoxizitat auf; ahnlich war dies auch
bei Verbindung 16 und 17 mit einem ICso - Wert groBer 100 uM. Wie schon bei den Sulfonamiden 9 -
14, wurden bei 18 - 21 ebenfalls zwei unterschiedliche Synthesestrategien verwendet. Verbindung 18,
basiert auf dem Bernsteinséureester des 3-O-Acetylbetulins 12, an welches Verbindung 15 direkt
angebracht werden konnte, zeigt 1Cso-Werte in einem Bereich von 7 uM. Eine weitere Mdglichkeit fiir
das Anbringen von 15 an eines der verwendeten Triterpene, war das Anknupfen von 15 an der
Carboxylgruppe der Betulinséure. Durch die Reaktion mit Diglycolamin zu 19 konnte ein hydrophiler
Linker angebracht werden. Die ICs-Werte der dabei entstandenen Verbindung 19 waren sehr
vielversprechend, mit Werten zwischen 4 uM - 9.5 puM. Auch die anschlieRende Reaktion von 19 mit
Bernsteinsaureanhydrid zu 20 zeigt noch sehr effektive 1Cso - Werte zwischen 7 uM fiir die Zelllinie
MCF und 12.3 puM fur die Zelllinie A2780. Allerdings ist bei den hier untersuchten Zelllinien keine
Selektivitat feststellbar. Nach Anbringen von 15 kommt es jedoch zu einer starken Erhdhung der
inhibitorischen Konzentration mit ICso - Werten fir 21 zwischen 35 uM fir die Zelllinie A2780 und
Werten weit tiber 100 uM bei den Zelllinien MCF7 und NIH3T3. Geht man jedoch davon aus, dass eine
mdgliche Azidose im benachbarten Gewebe von Tumoren und vorhandene Esterasen zu einer Spaltung
von labilen Estern, wie der des Bernsteinsaureesters, fiihren, so konnte eine gezielte Zytotoxizitat erst
bei Erreichen des Tumors stattfinden. Bis zum Erreichen des Wirkortes besteht zudem eine geringe
Zytotoxizitat fiir das gesunde Gewebe; Nebenwirkungen konnten so stark eingeschrénkt werden.
Konkret wiirde dies bedeuten, dass Verbindung 21 (ICso - Wert MCF7: > 100 uM) nach Erreichen eines
Tumors, als Beispiel soll die MCF7 als Mammakarzinom verwendet werden, an dem
Bernsteinsaureester gespalten wird, wodurch es zu Rickbildung von 19 (ICso - Wert MCF7: 5.9 uM %
0.2 uM) kommt.

d) Zytotoxizitdt der Saccharin-Konjugate

Ein dhnliches Konzept sollte durch Anbindung von Saccharin an Betulin(séure) erzielt werden. In
Tabelle 4 sind die ermittelten 1Cso-Werte der Saccharin-Konjugate sowohl mit, als auch ohne Betulin
nach 96 Stunden Inkubation gezeigt, wobei von den Vorstufen 25b und 26, auf Grund der geringen
Loslichkeit in DMSO, kein ICso-Wert bestimmt werden konnte.
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Abbildung 36. Strukturelle Darstellung der getesteten Saccharin-Konjugate.

Allgemein ist bekannt, dass Saccharin eine breite Anwendung als Zuckerersatz findet. Aus diesem
Grund ist eine ausbleibende Zytotoxizitat nicht verwunderlich.

Tabelle 4. Ermittelte 1Cso-Konzentration (in UM mit Angabe der Standardabweichung) den Saccharin-basierenden
Konjugaten 22 - 29 nach 96 Stunden Behandlungsdauer. Verwendet wurde der SRB-Assay, wobei mindestens drei
biologische und 12 technische Replikate angefertigt wurden.

Substanzklasse Bezeichnung A375 MCF7 A2780 NIH3T3
_ Saccharin > 100 > 100 > 100 > 100
Saccharin- 22 > 100 > 100 57.5+7.1 > 100
Derivate ohne ) L 1 28141 1
Betulin 3 > 100 > 100 8.1+15 > 100
24 > 100 > 100 > 100 > 100
) 25a 20.3+1.0 - 20.8+2.0 19.1+1.3
Saccharin- 27 125+13 > 100 78412 211424
Derivate mit 28 100 100 100 100
Betulin > > > >
29 585+25 75.0+ 3.7 720+25 739+3.2

Allgemein ist bekannt, dass Saccharin eine breite Anwendung als Zuckerersatz findet. Aus diesem
Grund ist eine ausbleibende Zytotoxizitat nicht verwunderlich. Auch das Anbringen des Saccharins an
die zuvor bereitgestellten Betulinderivate 25a - 27b verringert die Zytotoxizitat erheblich. Wie schon
zuvor beschrieben, ist Saccharin jedoch in der Lage, Carboanhydrase gezielt zu inhibieren. Denkbar
ware so eine Inhibierung von Carboanhydrasen zur Uberwindung der hypoxischen Strahlenresistenz,
ohne umliegendes Gewebe zu schédigen. Ein Ausbleiben von Nebenwirkungen ware so denkbar.
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3.2.3 Enzymkinetische Untersuchungen

3.2.3.1 Theoretische Grundlagen

Enzymreaktionen kénnen zum besseren Verstadndnis in verschiedene Reaktionsordnungen eingeteilt
werden.'®! Die Bezeichnung erfolgt nach der Anzahl der beteiligten Reaktionspartner, demnach ist an
einer Reaktion erster Ordnung nur ein Edukt [A — P] beteiligt, welches zum Produkt umgesetzt wird.
Jedoch ist es bei einer Reaktion erster Ordnung unabhangig, ob das Substrat in ein oder zwei Produkte
zerfallt. Im Falle einer Rickreaktion von zwei entstandenen Produkten ware hierfir jedoch die
Betrachtung einer Reaktion zweiter Ordnung notig.

Reaktion erster Ordnung

Reaktionen, die durch ein Geschwindigkeitsgesetz erster Ordnung beschrieben werden, kénnen
beispielsweise irreversible Zerfallsreaktionen oder Umwandlungen sein. Ein anschauliches Beispiel
dafiir ist die Denaturierung von Proteinen, oder der radioaktive Zerfall von Uran, hierbei handelt es sich
in den meisten Fallen um eine irreversible Reaktion. Als Gleichung ausgedriickt wirde dies
folgendermafen beschrieben werden (im Fall einer irreversiblen Reaktion):

ky
[A] - [P] 1.1

_ _alal _ dlp] _
v=—Z5 =20 = 4]k 1.2

Die Abnahme des Substrates ist demnach gleich zu setzen mit der Zunahme des Produktes. Um jeden
mdglichen Zeitpunkt dieser Reaktion betrachten zu konnen, ist es mdglich, die Konzentration des
Substrates mit der Gleichgewichtskonstante (ki) mit der Einheit s zu multiplizieren. Beide Reaktionen,
sowohl die Abnahme des Eduktes, als auch die Zunahme des Produktes verlaufen bei einer Reaktion
erster Ordnung exponentiell, gemaR Gleichung 1.3.

[A4] = [A] ekt 1.3

In der folgenden Abbildung 37 (A) ist dieser Verlauf graphisch dargestellt. Dabei ergibt sich die
Geschwindigkeitskonstante k; aus dem Anstieg des Graphen. Deutlicher wird dies, wenn man die
exponentielle Funktion umstellt und integriert, sodass man eine logarithmische Gleichung erhalt und
diese gegen die Zeit auftragt (Abbildung 37b).

Direkte Auftragung [ Halblogarithmische Auftragung
A B
Produktbildu

exponentieller
Verlauf

In [A] bzw. [P]

Substratabnahme

Substanzkonzentration [A] bzw. [P]

Zeit t

Abbildung 37. Graphische Darstellung eines Beispiels einer Reaktion erster Ordnung in a) der direkten,
exponentiellen Auftragung und b) in der halblogarithmischen Auftragung.®*
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Reaktion zweiter Ordnung

Wie der Name schon sagt, findet bei dieser Reaktion ein Zusammentreffen von zwei Edukten statt.
Dabei reagieren beide Edukte ([A] und [B]) mit einer Geschwindigkeitskonstante k. unter Bildung eines
Produktes [P].

k
[4] + [B] = [P] 2.1
Auch bei der Reaktion zweiter Ordnung kann die Reaktionsgeschwindigkeit wie folgt definiert werden
(Gleichung 6):
_ _adla) _ _dlBl _ alp) _

v = prai e [A][B]k; 2.2
Da bei der Reaktion zwei verschiedene Substratkonzentrationen betrachtet werden miissen, folgt die
Reaktion zweiter Ordnung keinem einfachen exponentiellen Verlauf mehr, welcher jedoch graphisch
nur schwer von einem eigentlichen Exponentialverlauf zu unterscheiden ist. Die gréRere Schwierigkeit
liegt in der linearen Auftragung zur Bestimmung der Geschwindigkeitskonstante kz, da diese nicht
mdglich ist. Um trotzdem eine Mdglichkeit zu finden, Reaktionen zweiter Ordnung analysieren zu
konnen, legt man die Konzentration einer von beiden Edukten sehr viel hdher an, als die des anderen.
Bei einer mdglichen Messung dndert sich so nur die Konzentration des im Unterschuss vorliegenden
Eduktes und die zweite Konzentration kann als konstant angesehen werden. Man spricht in diesem Fall
von einer Reaktion pseudoerster Ordnung.

v = ky[A][Blo = k3[Al; k2[Blo 23

Beide Betrachtungen sind nun Grundlagen fiir das Erarbeiten einer Theorie zur Substrat-spezifischen
Aktivitat und der daraus folgenden Inhibierung von Enzymen. Im folgenden Teil dieser Arbeit soll
genauer auf die Herleitung der Michaelis-Menten-Konstante eingegangen werden, mit der prinzipiell
drei Aussagen getroffen werden kénnen:

e Welche Substrat-spezifische Aktivitdt kann durch die Reaktionsgeschwindigkeit erreicht
werden?

e Wie hoch ist die Affinitat des eingesetzten Substrates zum Enzym (km-Wert)?

e Wie hoch ist die Affinitat des Inhibitors zum Enzym (ki-Wert)?

All diese Fragen sollen in diesem Teil der Arbeit beantwortet werden. Ansatz dafiir ist die Betrachtung
der Michaelis-Menten-Gleichung.

3.2.3.2 Michaelis-Menten-Gleichung

Bei der hier verwendeten Enzymkinetik handelt es sich um den einfachsten Fall einer enzymatisch
katalysierten Reaktion, wobei zwei Reaktionspartner im ersten Schritt einen unstabilen Komplex bilden,
welcher, entweder zu einem Produkt und dem enzymatischen Katalysator oder dem Edukt und dem
enzymatischen Katalysator, zerféallt. AuBen unberiicksichtigt bleibt, ob dabei nur ein oder mehrere
Produkte entstehen, da dieser Schritt als irreversibel angenommen wird. Dies ist zwar nicht komplett
korrekt, da in thermodynamischer Sichtweise jede Reaktion reversibel ablauft, jedoch ist der
Energieaufwand derart grol3, dass diese Riickreaktion nicht beriicksichtigt wird und man von einer quasi
irreversiblen Reaktion spricht. In Gleichung 3.1 ist die vollstdndige Reaktion gezeigt.

kq
=
k_q

(4] +[E] & [4E1S [E] + [P] 31

Bei der Betrachtung dieser Reaktionsgleichung ist nun also zu beachten, dass sowohl die Reaktion
zweiter Ordnung mit der Bildung des Komplexes [AE], als auch die Reaktion erster Ordnung mit dem
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Zerfall dieses Komplexes in beiden Richtungen betrachtete werden muss. Im ersten Schritt der
Herleitung der Michaelis-Menten-Gleichung wird fiir alle beteiligten Komponenten eine
Differenzialgleichung aufgestellt.

d[A]

W = —ky [AILE] + k_y [EA] 3.2

Das Gleiche gilt auch fiir das eingesetzte Enzym, jedoch ist dieses als Katalysator ebenfalls bei der

Reaktion zum Produkt beteiligt und muss daher mit in der Gleichung beachtet werden.

T = —ky[AI[E] + (k_y + k) [EA] 33

Fur den Komplex gilt die Gleiche Formel, wie flir das Enzym, jedoch mit umgekehrten VVorzeichen.

d[EA]
dt

= ky[Al[E] = (k_q + k3)[EA] 3.4

Im letzten Schritt wird die Bildung des Produktes betrachten. Diese setzt man gleich der
Reaktionsgeschwindigkeit der enzymkatalysierten Reaktion, da eine Rickreaktion zum Substrat
thermodynamisch nicht moglich ist.

d[p] _ _
T kZ[EA] =7V 3.5

Eine Berechnung der Reaktionsgeschwindigkeit mit Hilfe dieser Gleichung (Gleichung 3.5) ist jedoch
nicht maéglich, da die Menge an bestehendem Enzym-Substrat-Komplex so gering ist, dass diese nicht
bestimmbar ist. Betrachtet man jedoch die graphische Darstellung der Reaktion erster Ordnung in
Abbildung 37, so kann man etwas beobachten, was 1925 bereits E. Briggs und S. Haldane'®?
beobachteten. Es konnte gezeigt werden, dass in einem kleinen Zeitbereich der Reaktion sowohl das
Substrat linear abnimmt, als auch das Produkt linear zunimmt. Die Annahme ist, dass in diesem Bereich
die Reaktionsgeschwindigkeit konstant bleibt, und somit auch die Bildung des Enzym-Substrat-
Komplexes konstant ist. Dies wiirde bedeuten, dass sowohl die Anderung von [EA], als auch die
Anderung der Enzymkonzentration gleich Null ist. E. Briggs und S. Haldane erkannten diesen
Zusammenhang und benannten diesen Bereich als Steady-State-Kinetik.

_d[ff] = % = — kg [A][E] + (k_y + k;)[EA] = 0 36

Nach ersetzen der Konzentration [E] durch [E] = [E]o — [EA] und umstellen der Gleichung nach [EA]
erhélt man die Gleichung fir die Reaktionsgeschwindigkeit (Gleichung 3.7).

ko [E]o[A
v = k,[EA] = ﬁ 3.7

Zur Vereinfachung der Gleichung 3.7 werden noch folgende Annahmen getroffen. Zum einen werden
die Geschwindigkeitskonstanten im Nenner der Gleichung zu einer Konstante, der Michaelis-Menten-
Konstante K zusammengefasst. Des Weiteren wird angenommen, dass die Enzymkonzentration im
Zahler wahrend der Reaktion anndhernd gleich bleibt, jedoch fiir jeden unabhangigen Versuch die
Enzymkonzentration variieren kann. Aus diesem Grund fasst man den Term ko[E]o als
Maximalgeschwindigkeit v (oder vmax) zusammen, sodass man folgende Gleichung als Ergebnis
herausbekommt:

4]
V= KntlAl

3.8

Mit Hilfe der Michaelis-Menten-Gleichung kann die Affinitt des Substrates zum Enzym bestimmt
werden. Dies erfolgt wie in Abbildung 38 dargestelit.
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Abbildung 38. Graphische Darstellung der Michaelis-Menten-Gleichung. Gezeigt ist die Bestimmung der
Michaelis-Menten-Konstante nach Ermittlung von vmax und der anschlieBenden Auftragung gegen die eingesetzte
Substratkonzentration. Die Enzymkonzentration ist bei jedem Messpunkt konstant.

Neben der Bestimmung von kn und vimax/2 hat die Michaelis-Menten-Gleichung eine weitere wichtige
Bedeutung bei der Auswertung Enzym-kinetischer Messungen. Ublicherweise werden drei einfache,
unabhéngige Umformungen zu Geradengleichungen angewandt, welche schon 1932 von B. Woolf
erwahnt wurden®®, um eine Aussage Uber die Art der Enzymhemmung treffen zu kénnen. Im Kapitel
3.2.3.3 soll darauf spater genauer eingegangen werden. Gibt man einen Hemmstoff, auch Inhibitor
genannt, zu dem aktiven Enzym, so kommt es zum Verlust der Enzymaktivitét bzw. zur Abnahme der
Umsatzgeschwindigkeit. Dabei unterscheidet man zwischen zwei Arten der Hemmung — der reversiblen
und der irreversiblen Hemmung. Da in dieser Arbeit der Fokus auf der reversiblen Hemmung der
Carboanhydrase IX liegt, soll die irreversible Hemmung nur erwahnt, aber nicht ausfuhrlicher diskutiert
werden. Unterscheiden kann man beide im zeitlichen Verlauf der Enzymhemmung. Findet bei der
irreversiblen Hemmung bei h6heren Hemmkonzentrationen ein abrupter Abfall der Aktivitat statt, so
bleibt die Aktivitit im Gegensatz dazu bei der reversiblen Hemmung auch bei hdheren
Hemmkonzentrationen bei zeitlichen Betrachtungen noch konstant.

3.2.3.3 Die reversible Enzymhemmung

Man unterscheidet je nach Bindung des Hemmstoffes zwischen drei verschiedenen reversiblen
Enzymhemmungen. In Abbildung 39 sind die drei unterschiedlichen Hemmungen schematisch
dargestellt. Der erste Schritt jeder Enzymhemmung ist die Bindung des Inhibitors an das Enzym. Je nach
Struktur kann der Inhibitor an die Bindestelle des Substrates binden, sodass es zu einer Konkurrenz
zwischen Substrat und Inhibitor kommt. Diese Form der Hemmung wird kompetitive Hemmung
genannt. Wie in Abbildung 39a zu sehen, kann bei dieser Form der Hemmung nur einer der beiden
konkurrierenden Stoffe binden, entweder das Substrat oder der Hemmstoff. Ein groRer Uberschuss von
einer der beiden Komponenten verdréngt die zweite, wodurch es bei sehr hoher Substratkonzentration
zum Erreichen der Maximalgeschwindigkeit vmax, also zum Zustand der ungehemmten Reaktion,
kommt. Die Starke der Hemmung wird tber die Affinitdt des Enzyms zum Substrat/Hemmstoff
bestimmt. Liegt die Reaktion auf Seiten von ks, so ist die Bindung des Inhibitors groRer und die Reaktion
liegt auf Seiten der gehemmten Reaktion. Um eine Solche Bindung eingehen zu kénnen, muss der
Hemmstoff jedoch dem Substrat in struktureller und elektrostatischer Sicht sehr dahnlich sein, weshalb
sie auch als Substratanaloga bezeichnet werden.
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Abbildung 39. Ubersicht der reversiblen Enzymhemmung. Schematisch gezeigt sind die Reaktionsschemata mit

a) die kompetitive Hemmung, b) die unkompetitive Hemmung und c) zeigt die nicht-kompetitive Hemmung,
welche die kompetitive und unkompetitive Hemmung vereint.

Kompetitive Hemmung
unkompetitive Hemmung ™

Molekiile, welche die Aktivitat von Enzymen in biologischen Systemen, beispielsweise Zellen, steuern,
sind selten dem Substrat &hnlich. Sie kénnen aus dem Grund in den wenigsten Fallen an die Bindestelle
des Substrats binden und so direkt die katalytische Reaktion beeinflussen. Fir diesen Fall wird eine
zweite Bindungsstelle bendtigt, man spricht hier von einer nicht-kompetitiven Hemmung. Kommt es
zur Bindung des Hemmstoffes an der zweiten Bindestelle, auch als allosterische Bindestelle bezeichnet,
wird ein Signal an das aktive Zentrum des Enzyms ausgesendet und eine Konformationsanderung kann
stattfinden, sodass auch weitere Reaktionen mit dem Substrat ausbleiben. Beide Komponenten kénnen
bei dieser Art der Hemmung gleichzeitig binden (ks = ka), wodurch es zur Bildung eines sehr stabilen
Enzym-Substrat-Inhibitor-Komplexes kommt, auch als Dead-End-Komplex bezeichnet, welcher nicht
mehr in der Lage ist, gespalten zu werden. Gezeigt ist die Schematische Darstellung in Abbildung 39c.
Die dritte und seltenste Form der Enzymhemmung ist die unkompetitivie Hemmung. Bei dieser Form
der Hemmung ist der Inhibitor nicht in der Lage an das freie Enzym zu binden, sondern bindet
ausschlieBlich an den zuvor gebildeten Enzym-Substrat-Komplex. Grund daftr ist die Ausbildung einer
Bindestelle fiir den Inhibitor durch sterische und elektrostatische Effekte nach Bindung des Substrates
am Enzym. Gezeigt ist diese Form der Hemmung ebenfalls in Abbildung 39b. Die unkompetitive
Hemmung ist die am wenigsten vertretene Form der Hemmung, jedoch tritt in vielen Systemen eine
Nebenerscheinung auf, die mit dieser Art der Hemmung vergleichbar ist. Die Rede ist von der
sogenannten Substratiiberschusshemmung, welche auftritt, sobald ein zweites Substratmolekil (der
gleichen Sorte) an das Enzym bindet und die Reaktion stort. Wie unterscheidet man nun die drei
unterschiedlichen Hemmarten voneinander? Hier hilft die in Kapitel 3.2.3.2 erwéhnte Linearisierung
der Michaelis-Menten-Gleichung. Die am haufigsten verwendete Linearisierung erfolgt mit der
Lineweaver-Burk-Auftragung, wobei die reziproke Umsatzgeschwindigkeit v gegen die reziproke
Substratkonzentration aufgetragen wird. Veranschaulicht wird diese in Abbildung 40.

a) c; steigend b) ¢ steigend o) ¢, steigend
W v \ Wv \

1V ax l

0 1/es 0 1/cs 0 1/cs

Abbildung 40. Schematische Darstellung der Lineweaver-Burk-Auftragung nach Umstellen der Michaelis-
Menten-Gleichung. Gezeigt sind die drei verschiedenen Hemmtypen mit a) kompetitive Hemmung, b)
unkompetitive Hemmung und c) nicht-kompetitive Hemmung.
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3.2.3.4 Untersuchung der CA IX - Inhibitoren

Mit Hilfe der zuvor beschriebenen Grundlagen wurden die fiir diese Arbeit neu synthetisierten
Carboanhydrase IX — Inhibitoren auf lhre Fahigkeit, die Aktivitat der CA IX zu senken, getestet. Um
eine Struktur-Wirkungs-Analyse durchfihren zu kénnen, wurden Inhibitoren mit unterschiedlichem
Aufbau und Polaritat gewahlt. Gezeigt sind die wichtigsten Strukturen in Abbildung 42. Unterschieden
wurde dabei die Anzahl vorhandener Sulfamatgruppe am Betulin am Beispiel von Betulinyl-28-sulfamat
(4) und Betulinyl-3,28-0,0¢-disulfamat (5), der méglichen Anbindung am C3- oder C28- vom Betulin
sowohl am Beispiel von 28-O-Acetylbetulinyl-3-sulfamat (2) und 3-O-Acetylbetulinyl-28-sulfamat (3),
als auch durch den Vergleich der C3-verkniipften Sulfonamide 3-hemisuccinat-taurinamid-28-O-
acetylbetulinyl 13a und 3-(2-Methyl-hemisuccinat-taurinamid-28-O-acetylbetulinyl) 13b mit den C28-
verkniipften  Sulfonamiden  3-O-Acetylbetulinyl-28-hemisuccinat-taurinamid  14a und 3-O-
Acetylbetulinyl-28-(2-methyl-hemisuccinat)-taurinamid 14b. Ebenfalls wurde der langenabhéngige
Einfluss des Linkers zwischen Betulin bzw. Betulinsdure und der funktionellen Gruppe (dem
Sulfonamid) untersucht. Neben dem Vergleich von Verbindung 10 und 13a/13b, wurde auch der
Einfluss der Linkerldnge bei Verbindung 14a/14b untersucht. Abgeleitet vom bereits bekannten
Wirkstoff Acetazolamid, welcher in der Literatur als Standard-Inhibitor verwendet wird, wurden
sowohl Derivate des Acetazolamids mit Betulin(sdure) (18 und 21) als auch ohne Betulin (15 - 17)
hergestellt und auf ihre inhibierende Wirkung getestet. Neben Saccharin, als weiterer bekannten und
selektiver CA IX-Inhibitor wurden auBerdem zwei weitere Derivate synthetisiert (24 und 29), welche
mit Hilfe des Esterase-Assays genauer charakterisiert werden sollten. Die dabei erzielten Ergebnisse
sollten im Anschluss daran mit bereits literaturbekannten Inhibitoren (5,6, U104 und Acetazolamid)
verglichen werden. Sowohl die bereits bekannten Inhibitoren, als auch die Sulfamate und Sulfonamide
sind in Abbildung 41 gezeigt. In Abbildung 42 sind zudem die Betulinkonjugate des Acetazolamids
und Saccharins zu sehen. Alle Inhibitoren wurden mit Hilfe des nachfolgend beschriebenen Esterase-
Assays vermessen.
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Abbildung 41. Strukturen der untersuchten CA 1X - Inhibitoren. a) zeigt vier bekannte Verbindungen aus der
Literatur, welche in dieser Arbeit als Referenz dienen sollen, b) Zusammen mit den in a) gezeigten
literaturbekannten Sulfamaten, soll bei den Verbindungen 4 und 5 der Einfluss der Anzahl der inhibierenden
Sulfamatgruppen untersucht werden. Zusammen mit den Messungen von Verbindung 2 und 3 soll zudem die
Inhibierung von Sulfamaten genauer untersucht werden und c) ebenfalls untersucht wurden die Inhibierungen von
Sulfonamiden und der Einfluss der Anknipfung an der C3- oder C28-Position des Betulins (13a, 13b und 14a,
14b). Untersucht wurde auch der Einfluss der Kettenlange anhand des Vergleiches der Sulfonamide 10 mit 14a
und 14b.
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Abbildung 42. Strukturen der untersuchten CA IX - Inhibitoren. In d) sind die synthetisierten Acetazolamid-
Derivate gezeigt, sowohl mit als auch ohne Betulin, bei denen ebenfalls der Ki-Wert bestimmt wurde. In ) ist eine
Auswahl der synthetisierten und getesteten Saccharin-Derivate gezeigt.

3.2.3.5 Methodenentwicklung Esterase-Assay

Wie schon eingangs beschrieben, sollte fir die Messung der enzymkinetischen Daten eigens ein
Testsystem, fur die Bestimmung der ki-Werte, etabliert werden.
[E]+ 1] == [£1]
%

Der Hersteller, der in dieser Arbeit verwendeten Carboanhydrase 1X (Sino Biological; Katalognummer
10107-HO8H), gibt einen Aktivitatstest an, mit deren Hilfe die Aktivitdt des Enzym vorab getestet
wurde. Angegeben ist dabei lediglich die verwendete Substratkonzentration (pNPA), die verwendete
Enzymmenge und das Puffersystem, in dem die Messung stattgefunden hat. Da das Substrat selbst
jedoch sehr schlecht wasserldslich ist und kein Ldsungsvermittler (Aceton, Methanol, DMSO oder
ahnliches) verwendet wurde, eignete sich das angegebene Testsystem nicht fiir enzymkinetische
Messungen mit htheren Substratkonzentrationen. Im ersten Schritt der Etablierung musste demnach ein
geeignetes System gefunden werden, in dem die Aktivitat des Enzyms weder verloren geht noch das
Substrat auf Grund der Loslichkeit ausfallt. Da PBS ein etablierter Puffer mit einem pH =7.4 ist,
welcher bei allen Zellkulturversuchen in dieser Arbeit Anwendung gefunden hat, sollte dieser neben
dem vom Hersteller verwendeten Tris-Puffer (pH =7.5) getestet werden. Alle nachfolgenden
Messungen wurden in einer 100 pL Quarzkivette durchgefiihrt. Nach der Kalibrierung des (wahrend
der Katalyse entstehenden) Produktes para-Nitrophenol (zur Ermittlung des Extinktionskoeffizienten ¢)
in beiden Puffersystemen, wurde die Aktivitit des Enzyms in beiden Systemen getestet. Zur
Bestimmung des Extinktionskoeffizienten & wurden die gemessenen Absorptionen gegen die
entsprechenden p-Nitrophenol-Konzentrationen aufgetragen, die daraus resultierende Auftragung ist in
Abbildung 43 dargestellt.
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Extinktionskoeffizient in PBS- Puffer mit 4 % Acetonitril Extinktionskoeffizient in Tris Puffer mit 4 % Acetonitril
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Abbildung 43. Bestimmung des Extinktionskoeffizienten ¢ unter Verwendung a) eines PBS-Puffers (pH = 7.4;
Zusatz von 4 % ACN) mit ¢ = 11260 L - mol* - cm™ und b) eines Tris-Puffers (pH = 7.5; Zusatz von 4 % ACN)
mit £ = 10510 L - mol* - cm™.

Fir den Vergleich der Aktivitaten des Enzyms unter variierenden Bedingungen (Puffer, pH-Wert),
wurde die Absorptionsanderung/min mit einer konstanten Substratkonzentration [1 mM] und einer
konstanten Enzymmenge [3.9 pg] gemessen. Fr eine bessere Loslichkeit des Substrates wurde dieses
in Acetonitril gelost und als 4 % Zusatz zum Messsystem hinzu gegeben. Alle Messungen wurden bei
einer Temperatur von T = 20 °C durchgefiihrt. Es wurde aller 3 Sekunden fir insgesamt 3 Minuten die
Absorption bei A =405 nm gemessen und diese gegen die Zeit aufgetragen. Die erhaltenen Messdaten
der Absorptionsédnderung/min sind in Abbildung 44a zu sehen.

a) Aktivitiitsmessungen b) Autohydrolyse pNPA
0.5 0.5
AE = 0,0484
0.45 0.45
= =
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B g E 04 |
s 04 AE =0,0269 i AF - 0,0222
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03 ; ; ; . 03 ; ; ; .
0 1 2 3 4 0 1 2 3 4
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I Tris-Puffer, pH=7.5 [l PBS-Puffer, pH =7.4

Abbildung 44. a) Bestimmung der Enzymaktivitat in 100 uL Reaktionslésung bei einer Substratkonzentration
(pNPA) von 1 mM, einer Menge an CA IX von 3.9 pg, einem Zusatz von 4% ACN und einer Messtemperatur von
20 °C. Gemessen wurde dabei die Absorption bei A = 405 nm mit einer Messzeit von 3 min. Die orangefarbenen
Messpunkte entsprechen dabei der Umsetzung des Substrates in Tris-Puffer (pH = 7.5) und blau der Umsetzung
des Substrates in PBS-Puffer (pH =7.4) b) Messung der Autohydrolyse des Substrates unter gleichen
Bedingungen, jedoch in Abwesenheit von CA IX.

Aus den gemessenen Anstiegen konnte so die spezifische Aktivitdt des Enzyms im jeweiligen Puffer
nach folgender Gleichung berechnet werden: der hier verwendete Extinktionskoeffizient wurde aus den
zuvor durchgefuhrten Kalibrierungen des Produktes berechnet (siehe Abbildung 43); AE ist die
Absorptionsédnderung in Abhangigkeit der Zeit und Cenym = 3.9 mg/mL. Die spezifische Aktivitat ist
dabei ein MaR fur die Wirksamkeit eines Enzyms. Sie gibt an, wie viel Substrat in einer Minute durch
1 mg an Enzym umgesetzt wird.

AE nmol
Asepz = = 4.1

€+d CEnzym mg - min

nmol

Die berechneten Aktivitaten lagen fiir die Messung in PBS-Puffer bei 43.1 und fir die Messung

mg -min

in Tris-Puffer bei 58.9

Somit zeigt die Carboanhydrase 1X in Tris-Puffer mit einem Zusatz von
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4 % Acetonitril bei 20 °C, im Vergleich zum PBS-Puffer, eine deutlich hohere Aktivitat. Im Anschluss
daran wurde die Autohydrolyse, also die Zersetzung des Substrates in Abwesenheit des Enzyms, in
beiden Puffersystemen untersucht. Das Ergebnis dieser Messung ist in Abbildung 44b gezeigt. Beim
Vergleich beider Diagramme féllt auf, dass der Anstieg der Autohydrolyse im Tris-Puffer, anders als
der Anstieg bei der Aktivitdtsmessung, deutlich kleiner zu dem der Messung in PBS-Puffer ist. Eine
hydrolytische Zersetzung findet demzufolge zu einem deutlich kleineren Anteil im Tris-Puffer statt. Es
kann zusammengefasst gesagt werden, dass im verwendeten Tris-Puffer sowohl die Eigenzersetzung
des Substrates (unerwiinschte Nebenreaktion) kleiner ist, als im PBS-Puffer, als auch die spezifische
Aktivitat der CA IX deutlich hthere Umsatze des Substrates zeigt. Aus diesem Grund wurden alle
weiteren Versuche in Tris-Puffer durchgefuhrt; wobei der Anteil an Acetonitril noch genauer untersucht
werden musste. Aufgrund der schlechten Wasserldslichkeit des Substrates wurden anschlielend weitere
Aktivitatsmessungen in Abhangigkeit der eingesetzten Acetonitril - Konzentration durchgefuhrt. Dabei
zeigte sich, dass die Aktivitat bei einem Zusatz von 4 % ACN und 6 % stabil blieb, nach Zusatz von
8 % ACN die Aktivitat jedoch um 35 % der urspringlich gemessenen Aktivitat sank. Aus diesem Grund
wurde die Konzentration an Acetonitril auf 6 % angepasst, um eine mdglichst gute Ldslichkeit des
Substrates zu erzielen.

Auch die Enzymmenge hat einen erheblichen Einfluss auf die spateren Ergebnisse. Schaut man in der
Literatur nach geeigneten Enzymmengen, findet man sehr verschiedene Aussagen. So verwendeten
Barrese et al.’® beispielsweise eine Reaktionslésung, welche 1 uM CA 1l enthalt. In einer anderen
Verdffentlichung von Shank et al.**® wurde fiir die Durchfiihrung des Esterase-assays 0.002 pg — 0.2 g
CA 1l verwendet (eine Umrechnung in uM ist an dieser Stelle leider nicht mdglich, da keine Angabe
der verwendeten Molekiilmasse vorhanden ist). Neben der bisher genannten Durchfiihrung des Esterase-
assays durch die Umsetzung des Substrates durch die Isoform CA Il, wird in der Veroffentlich von Uda
et al*®® die Verwendung der CA IX und CA XII beschrieben. Die eingesetzte Enzymmengen entsprechen
dabei 5ug/mL CA 1X (93 nM) und 5 pg/mL CA XII (114 nM). Aufgrund dieser signifikanten
Unterschiede in den eingesetzten Enzymmengen und den Reaktionsbedingungen, beispielsweise in der
Durchfiihrung des Versuches bei 37 °C (Uda et al), anstelle der in dieser Arbeit verwendeten 20 °C,
musste eine geeignete Enzymkonzentration gefunden werden, bei der sowohl ein deutlicher Unterschied
der uninhibierten und inhibierten Reaktion mdglich war, das Enzym jedoch noch in katalytischen
Mengen vorlag. Dies wurde durch Messung der Absorptionsanderung pro Minuten bei A = 405 nm, einer
konstanten Substratkonzentration von 2.5 mM Substrat in Tris-Puffer mit einem pH-Wert von 7.5,
einem Zusatz von 6% ACN, einer Messtemperatur von T =20°C und drei verschiedenen
Enzymkonzentrationen (156 nM, 312 nM und 917 nM) durchgefiihrt. Gezeigt sind die dabei erhaltenen
Messdaten und die dazugehdrige Auswertung in Abbildung 45. Es ist sehr gut zu erkennen, dass bei
hoheren Enzymkonzentrationen auch die Absorptionsianderungen/min (AE) stark zunimmt (Abbildung
45a), auf Grund des leichten Verlustes an Enzymaktivitat bei Erhohung der CA 1X (Abbildung 45b),
wurde jedoch fiir alle nachfolgenden Messungen eine Enzymkonzentration von 300 nM verwendet. Bei
dieser Konzentration ist ein deutlicher Unterschied der Anstiege (AE) zwischen der Autohydrolyse des
Substrates (vergleichbar mit einer vollstandigen Hemmung der CA IX durch einen Inhibitor) und der
uninhibierten Reaktion zu beobachten.
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Abbildung 45. Bestimmung der Enzymaktivitat in 100 pL Reaktionslésung mit einer Substratkonzentration
(pNPA) von 2.5 mM in Tris-Puffer mit einem pH-Wert von 7.5, einem Zusatz von 6 % ACN, einer Messtemperatur
von T =20°C und drei verschiedenen Enzymkonzentrationen. a) Gelb dargestellt ist die Autohydrolyse des
Substrates ohne zugesetztem Enzym, blau die Absorptionsanderung bei einer verwendeten Enzymmenge von
156 nM, orange 312 nM und grau mit einer Enzymmenge von 917 nM. In b) sind anschlieBend sowohl die
gemessenen Absorptionsanderungen/min (AE) gegen die verschiedenen Enzymkonzentrationen, als auch die
daraus berechneten spezifischen Aktivitaten gegen die Enzymkonzentrationen aufgetragen.

Die so entstandenen Bedingungen fir die Testung auf eine mégliche Inhibierung der CA IX in einer
100 pL Quarzkivette waren also wie folgt: Verwendet wurde ein Reaktionsvolumen von 100 L,
bestehend aus einem Tris-Puffer (12.5 mM, 75 mM NaCl, pH = 7.5), versetzt mit 6 % ACN, eine
Enzymkonzentration von Cenym = 300 nM und funf verschiedene Substratkonzentrationen in einem
Bereich von 0.5 mM - 2.5 mM. Die Konzentrationen der Inhibitoren wurden fir den jeweiligen Inhibitor
durch Messungen eines groflen Konzentrationsbereiches des Inhibitors (100 nM - 4 uM) anhand einer
Substratkonzentration bestimmt. Nachfolgend wurden mindestens drei der verwendeten
Konzentrationen (hier lag AE zwischen der uninhibierten Reaktion und der Autohydrolyse des
Substrates) mit flnf verschiedenen Substratkonzentrationen untersucht. Die erhaltenen Daten wurden
mit Hilfe der Michaelis-Menten-Auftragung ausgewertet und die ki-Werte der jeweiligen Inhibitoren
bestimmt. Nach erfolgreicher Etablierung des Esterase-Assays in einer 100 uL Quarzkivette, wurde das
System, zur effizienteren Durchfiihrung, auf die Verwendung einer 96-well-plate angepasst. Dabei
fanden spezielle half area - 96-well-plate Anwendung, da bei diesen, im Gegensatz zu herkdmmlichen
96-well-plates, schon bei einem Arbeitsvolumen von 170 pL eine Schichtdicke von 1 cm erreicht wird.
Anstelle von 100 pL Reaktionslosung, wurde unter Verwendung der half area - 96-well-plates ein
Volumen von 170 pL Reaktionslésung verwendet. Die genaue Durchfiihrung beider Methoden ist in
Kapitel 6.6 gezeigt. Alle im Anschluss gezeigten Daten wurden in einer half area - 96-well-plate unter
Verwendung eines Plattenlesegerats (Infinite F200 PRO von Tecan Deutschland GmbH) gemessen und
mit Hilfe des Programmes GraphPad Prism 9 (iber die Michaelis-Menten-Auftragung ausgewertet.

3.2.3.6  Ergebnisse des Esterase-Assay

Die Synthese und das Designen von Enzyminhibitoren gewinnt zunehmend Bedeutung im drug
targeting. Um herauszufinden, ob die synthetisierten Betulinsure-Derivate gezielt an Tumore mit einer
Uberexpression von Carboanhydrase X binden, miissen die Inhibitoreigenschaften zuvor an der CA IX
charakterisiert werden. Mit der Bestimmung des ki-Wertes kann die Eigenschaft der Inhibitoren, das
Enzym zu inhibieren, beschrieben und vergleichen werden. Zunéchst musste die Affinitét (kn-Wert) des
Enzyms zum Substrat (p-Nitrophenylacetat) und die Maximalgeschwindigkeit Vmax ermittelt werden.
Um optimale Versuchskriterien festzulegen, wurden wie schon zuvor beschrieben, unterschiedliche
Bedingungen (Puffer, pH -Wert) untersucht. Dabei hat der verwendete Puffer einen sehr grof3en Einfluss
auf die Affinitat (kn-Werte) des Enzyms zum Substrat, wie der Vergleich zwischen beiden verwendeten
Puffern in der, in Abbildung 46 gezeigten, Michaelis-Menten-Auftragung deutlich macht. Hierfir
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wurde die Reaktionsgeschwindigkeit v (oder Absorptionsanderung/min) mit einer Menge von
Mecaix) = 3,9 pg nach drei Minuten fir fiinf verschiedene Substratkonzentrationen in und unter
Verwendung beider Puffer bei einer Messtemperatur von T = 20 °C und A = 405 nm bestimmt und gegen
die Substratkonzentration [mM] aufgetragen.

Michaelis-Menten -Auftragung

£ 008
E ]
Y1)
£ 0.06-
=
5 %
= -
=§ 0.04- o Tris-Puffer (pH =7.5)
g
‘é 0.02 —4— PBS-Puffer (pH = 7.4)
[=]
2

0.00 T T T T 1 1

1] 1 2 3 4 5 6

Substrate [mM]
K, =2.65m
Abbildung 46. Michaelis-Menten-Auftragung der durch die CA IX Kkatalysierten Reaktion von p-
Nitrophenylacetat zu p-Nitrophenol. Die Reaktionsgeschwindigkeiten wurden parallel in Tris-Puffer (blau) und
PBS-Puffer (rot) mit einer Messdauer von 3 min bei T =20 °C und A = 405 nm gemessen. Die errechnete
(Programm: GraphPad Prism) Maximalgeschwindigkeit lag fur beide Reaktionen bei Viax = 0,076 mM/min.

Die so ermittelten Michaelis-Menten-Konstanten liegen bei Verwendung des Tris-Puffers (pH = 7.5)
bei Ky =1.27 mM + 0,081 und bei Verwendung von PBS-Puffer (pH = 7.4) bei Ky = 2.63 + 0,532. Unter
Verwendung eines Tris-Puffers (pH = 7.5) steigt die Affinitat des Enzyms zum Substrat (kleiner K-
Wert im Vergleich zu PBS) und somit auch die spezifische Aktivitat oder Féahigkeit der CA IX, p-
Nitrophenylacetat in p-Nitrophenol und einem Acetatrest zu spalten. Auf Grund des kleineren Kn-
Werten und den wie in Kapitel 3.2.3.5 ausfuihrlich beschrieben Kriterien, wurden auch bei der
Bestimmung der Ki-Werte in der half area - 96-well-plate Tris-Puffers (pH = 7.5) als Standard fiir alle
weiteren Messungen verwendet.

a) Untersuchung literaturbekannter Inhibitoren als Referenzen

Als erstes erfolgte die Messung bereits bekannter CA IX-Inhibitoren, wozu die Substanzen Octyl-
sulfamat (6), Octyldisulfamat (7) das Acetazolamid und U104/SLC-0111 zahlen.

0
o 9 H Q L NH,
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I i Q Me N s ‘S”O i 5
rlgm—g—u\/\/w\_ HzN-g'O 0-S-HH, I \g_,?—t ‘NH, NJ\N °
. 7 4 H H

Acetazolamid U104 (SLC-0111)

Abbildung 47. Strukturen zweier bekannter CA IX-Inhibitoren aus der Literatur, welche in dieser Arbeit als
Referenz dienen sollen. Dargestellt sind die Strukturformeln von Octylsulfamat 6, Octyldisulfamat 7, Acetzolamid
und dem CA IX Inhibitor U104 (oder SLC-0111).

Um einen Vergleich zu bekannten CA 1X-Inhibitoren zu haben, welche zumeist ausschlieRlich mittels
SFA (Stopped-flow CO,-Assay) untersucht werden, wurden die in Abbildung 47 gezeigten Substanzen
ebenfalls an dem neuen Testsystem vermessen. Auf Grund eines stark abweichenden Testsystems,
beispielsweise durch Einsatz eines anderen Substrates oder einer unterschiedlichen Enzymmenge,
kommt es zu stark variierenden Ki-Werten. Um trotzdem einen Vergleich der neu synthetisierten
Inhibitoren mit denen der aktuellen Forschung, zur Inhibierung der CA 1X weltweit, erlauben zu kdnnen,
sollen die ermittelten Ki-Werte in Abbildung 48 als Referenz dienen. Mit Hilfe des Programmes
GraphPad Prism 9 erfolgte die Bestimmung der Ki-Werte durch Auswertung der erhaltenen Messdaten.
Da die hier verwendeten Inhibitoren alle &hnliche Kj-Werte aufweisen, wurden die kinetischen
Messungen bei den vier untersuchten Substanzen in einem Konzentrationsbereich Cianibitor = 25 NM -
200 nM durchgefthrt.
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Abbildung 48. Michaelis-Menten-Auftragung der Inhibitoren 6, 7, Acetazolamid und U104. Die
Reaktionsgeschwindigkeit wurde in zwei unabhéngigen Versuchen bei einer Messdauer von 10 Minuten bei T =
20 °C fur verschiedene Substrat- und Inhibitorkonzentrationen gemessen.

Die durch den Esterase-Assay ermittelten Ki-Werte der vier untersuchten Substanzen 6, 7, Acetazolamid
und U104 liegen in einem Bereich zwischen 0.087 pM - 0.147 puM. Die stérkste Inhibierung der
Carboanhydrase IX wird durch 6 mit einem K; = 0.087 uM erzielt, ebenso wie Acetazolamid mit einem
Ki = 0.094 uM. Vergleicht man diesen Wert (fir AZA) mit K;-Werten aus der Literatur, so fallt auf, dass
dieser um das Vierfache groBer ist (Ki = 25 nM; bestimmt mit Hilfe des Stopped-flow CO,-Assay)0" 142
145, Ebenfalls zeigt ein Zusatz von U104 im nanomolaren Konzentrationsbereich sehr effiziente
Inhibierungen der CA IX mit einen Ki= 0.128 uM. Auch diese Verbindung wurde bereits ausfthrlich in
der Literatur untersucht. So findet man auch bei diesem Inhibitor einen ca. dreimal so kleinen ki-Wert
(Ki = 45 nM; bestimmt mit Hilfe des Stopped-flow CO,-Assay)*¢’. Die untersuchten Sulfamate 6 und 7
zeigten ein &hnliches Verhalten bei Verwendung des Esterase-Assay. Der durch den Esterase-Assay
bestimmte Ki-Wert von 6 liegt bei Ki=0.087 uM, wobei ein ca. vierfach kleinerer Wert mit etwa
Ki =25 nM®®8 in der Literatur zu finden ist. Ein weiterer sehr interessanter Sachverhalt zeigt sich im
Vergleich des Mono- und Disulfamates 6 und 7. Erwartungsgemal sollten zwei inhibierende
Bindestellen eine doppelt so hohe Inhibierung der Esteraseaktivitét zeigen, welches in diesem Fall nicht
bestatigt werden konnte. Eine Erklarung dafir konnten inhomogene Polaritaten innerhalb der
Bindetasche der CA 1X sein, weshalb es zu ungleichen Ausrichtung der Inhibitoren in der Bindetasche
kommt. Betrachtet man beide Substanzen, dann besitzt 7 eine sehr polare Endgruppe, 6 hingegen eine
unpolare Alkylkette am Ende, wodurch es (durch Wechselwirkungen der unpolaren Kette mit der
hydrophoben Seitentasche) zu stabilisierenden Effekten bei der Bindung an das aktive Zentrum kommen
kann. Dies und der ermittelte Faktor von 4 (Faktor zwischen Esterase-Assay und Stopped-flow CO--
Assay) soll veranschaulichen, wie wichtig der Vergleich von bekannten Referenz-Inhibitor mit neu
entwickelten Substanzen, bei Verwendung eines neu-etablierten Systems, ist. Anschlieend sollten die
beobachteten Effekte von 6 und 7 anhand unterschiedlicher Betulinderivate untersucht und bestenfalls
belegt werden.

b) Untersuchung der Inhibierung von Sulfamaten und speziell der Anzahl der Sulfamatgruppen

Zusammen mit den in a) gezeigten literaturbekannten Sulfamaten, soll die inhibitorische Wirkung von
Sulfamat-Betulin-Derivaten und anhand derer der Einfluss der Anzahl von Sulfamatgruppen untersucht
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werden. Untersucht wurden dabei sowohl ein Mono- und Disulfamat des Betulins ohne einer weiteren
polaren Gruppe am Betulin, und zwei enantiomere Sulfamate des Acetylbetulins (Abbildung 49).

% o 2
SI( O—E—r\H, O—%—NH, E—cls;—r\H;
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3 2 3 o 4 HgM E o 5

Abbildung 49. Untersuchung des Einflusses, abhangig von der Anzahl der inhibierenden Gruppen, auf die
Inhibierung der CA 1X anhand der Sulfamatgruppen von Betulinyl-28-O-sulfamat 4 und Betulinyl-3,28-0,0¢-
disulfamat 5, welche zudem mit den C3- oder C28-verknipften Sulfamaten 28-O-Acetylbetulinyl-3-O-sulfamat 2
und 3-O-Acetylbetulinyl-28-O-sulfamat 3 verglichen werden sollten.

In Abbildung 50 sind die Michaelis-Menten-Auftragungen der untersuchten Inhibitoren 4, 5, 6 und 7
gezeigt, wobei bei den Betulinderivaten 4 und 5 ein Konzentrationsbereich zwischen Cinnibitor = 500 NM
- 10 uM gewéhlt wurde und auf Grund der deutlich besseren inhibierenden Eigenschaften der beiden
nicht Betulinderivate, diese in einem Konzentrationsbereich zwischen Cinnibitor = 50 NM - 200 nM getestet
wurden. Die Messung erfolgte am Plattenlesegerét (Infinite F200 PRO) von Tecan, bei einer konstanten
Temperatur von T = 20 °C, einer Messzeit von 10 min und einer Wellenl&dnge von A = 405 nm. Unter
Hilfenahme von GraphPad Prism 9 erfolgte die Bestimmung der Ki-Werte durch Auswertung der
erhaltenen Messdaten.
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Abbildung 50. Michaelis-Menten-Auftragung der Inhibitoren 2, 3, 4 und 5,. Die Reaktionsgeschwindigkeit wurde
in zwei unabhéngigen Versuchen bei einer Messdauer von 10 Minuten bei T = 20 °C fiir verschiedene Substrat-
und Inhibitorkonzentrationen gemessen.
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Bis auf Verbindung 2 zeigen alle Sulfamate eine Inhibierung der CA IX-Aktivitat. Wie schon bei den
zuvor untersuchten Sulfamaten 6 und 7, zeigte auch bei dieser Messung das Monosulfamate (Inhibitor
4) eine starkere Inhibierung der Carboanhydrase IX im Vergleich zu dem Disulfamate des Betulins
(Inhibitor 5). Im Vergleich zu den literaturbekannten Sulfamaten 6 und 7, zeigt die Inhibierung der CA
IX mit den Sulfamaten des Betulins 4 und 5 deutlich schwéchere Effekte. Jedoch ist auch hier deutlich
zu sehen, dass die einfachsubstituierten Derivate 3 und 4 einen stérkeren inhibierenden Effekt mit
Werten von Ki= 2.8 uM (fur 3) und Ki= 4.8 uM (fiir 4) zeigt. Das Disulfamat des Betulins 5 zeigt die
kleinste Inhibierung mit einen K; = 5.8 puM. Eine mdgliche Begriinung ware die Ausrichtung der
Substanz in der Enzymtasche. Da die Enzymtasche der CA X sowohl Uber eine hydrophile, als auch
eine hydrophobe Seite verfiigt, wére es denkbar, dass eine hthere Hydrophobie an der C3-Position zu
einer begiinstigten Ausrichtung des Inhibitors beitrédgt und so eine effektivere Inhibierung des aktiven
Zentrums erlaubt. Dies bestétigt die Annahme, dass polare und unpolare Wechselwirkungen innerhalb
der Enzymtasche zu signifikanten Unterschieden im Bindungsvermdgen und der Stabilitét fihren.

¢) Untersuchung des Einflusses der Kniipfungsstelle am Betulin (C3- oder C28-Position) und dem
Einfluss der Linkerldnge anhand verschiedener Sulfonamide

Neben den gezeigten Sulfamaten sollten anschlieBend unterschiedliche Sulfonamide auf ihre F&higkeit
hin, die CA IX zu inhibieren, getestet werden. Hierfur wurde zum einen ein Sulfonamid-Betulinsdure-
Konstrukt gewahlt, welches einen kurzen Linker zwischen der Betulinsdure und dem Sulfonamid
besitzt. Dies entspricht 10 aus Abbildung 51. Anschlielend erfolgte ein Vergleich des Sulfonamid-
Betulinsdure-Konstrukten (10) mit Konjugaten, welche einen verlangerten Linker zwischen der
Betulinsdure und dem Sulfonamid besitzen. Gezeigt sind diese (13b, 13b, 14a, 14b) ebenfalls in

Abbildung 51.
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Abbildung 51. Untersuchung des Einflusses der Position am Betulin (C3- oder C28-Position) der inhibierenden
Gruppen anhand zweier Enantiomere ( 13a und 14a, sowie 13b und 14b). Zudem soll eine Einschatzung des
Einflusses der Kettenldnge durch den Vergleich von 10 und 14a erfolgen.

In Abbildung 52 und Abbildung 53 sind die Michaelis-Menten-Auftragungen der untersuchten
Inhibitoren 10, 13a, 13b und 14a und 14b gezeigt, wobei bei den Betulinderivaten 13a und 13b ein
Konzentrationsbereich zwischen Cinnibitor = 2000 NM - 10 uM gewéhlt wurde und auf Grund der deutlich
besseren inhibierenden Eigenschaften der beiden C28-substituierte Sulfonamide 10, 14a und 14b, diese
in einem Konzentrationsbereich zwischen Cinnivitor = 200 NM - 2000 nM getestet wurden. Die Messung
erfolgte am Plattenlesegerét (Infinite F200 PRO) von Tecan, bei einer konstanten Temperatur von
T =20 °C, einer Messzeit von 10 min und einer Wellenldnge von A = 405 nm. Unter Hilfenahme von
GraphPad Prism 9 erfolgte die Bestimmung der Ki-Werte durch Auswertung der erhaltenen Messdaten.
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Abbildung 52. Michaelis-Menten-Auftragung des Inhibitors 3-O-Acetylbetulinsdure-28-taurinamid 10. Die
Reaktionsgeschwindigkeit wurde in zwei unabhangigen Versuchen bei einer Messdauer von 10 Minuten bei
T =20 °C fiir verschiedene Substrat- und Inhibitorkonzentrationen gemessen.

Beim Vergleich der getesteten Betulin-Sulfamatderivate mit dem Sulfonamid 10 ist eine deutliche
Steigerung der CA IX-Hemmung mit einem Ki=1.04 uM (Vgl.: Ki= 4.8 uM fir 4) zu erkennen. Neben
dem Vergleich zwischen Sulfamat- und Sulfonamid-Betulinderivaten, soll auch der Einfluss der
Kettenldnge zwischen der Betulinséure und dem Sulfonamid untersucht werden. Vergleicht man 10 mit
14a, fallt auf, dass die Hemmung der CA 1X-Aktivitat beim Hinzufligen des verlangerten Linkers bei
14a geringfugig abnimmt (Ki= 1.14 pM bei 14a). Beim Einflihren einer Methylgruppe innerhalb des
Linkers, wie es bei 14b zu sehen ist, erhoht sich der Ki-Wert erneut, sodass 14b nur noch einen
Ki= 2.3 uM aufweist. Auch hat die Position am Betulin einen erheblichen Einfluss auf die Inhibierung
der CA IX. C3-verkniupfte Sulfonamide verlieren abrupt die Fahigkeit der CA IX-Inhibierung. Eine
mdgliche Erklarung fur diesen Effekt konnten die zwei benachbarten Methylgruppen sein, wodurch es
zu einer sterischen Hinderung bei der Bindung der Sulfonamidgruppe am aktiven Zentrum kommt.
Ebenfalls moglich sind Wechselwirkungen mit der polaren Seite der Enzymtasche, welche eine effektive
Bindung an des aktive Zentrum der CA IX verhindern.
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Abbildung 53. Michaelis-Menten-Auftragung der Inhibitoren 13a, 13b, 14a wund 14b. Die
Reaktionsgeschwindigkeit wurde in zwei unabhangigen Versuchen bei einer Messdauer von 10 Minuten bei
T =20 °C fiir verschiedene Substrat- und Inhibitorkonzentrationen gemessen.

Da auch das C3-substituierte Sulfamat 2 ahnliche Effekte zeigte, wie die C3-verknupften Sulfonamide
13a und 13b, sollte dieser Effekt noch genauer untersucht werden. Zudem ware ein Abgleich dieser
Messungen mit einen zweiten Testsystem (z. B. Stopped-flow CO,-Assay) von groflem Interesse.
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d) Enzymkinetische Untersuchung der Acetazolamid-Derivate

Bei den zuvor durchgefiihrten in silico Untersuchungen durch Andreas Thiel konnte zudem gezeigt
werden, dass Acetazolamid einer der effektivsten und etabliertesten Inhibitoren der CA IX ist. Hinzu
kommt, dass eine Verknlpfung von Wirkstoff (Betulin) und Bindegruppe (Acetazolamid) Gber einen
moglichst polaren Linker, einen positiven Einfluss auf die Léslichkeit in wassrigen Medien und somit
auf die Inhibierung der CA 1X haben koénnte. Bei der Entwicklung der Acetazolamid basierten
Verbindungen entstanden zwei verschiedenen Acetazolamid-Betulin(sdure)-Derivat. Diese
unterschieden sich, wie schon bei Verbindung 10 und 144, in der variierenden Linkerlange. So soll auch
bei diesen Inhibitoren neben dem Einfluss der Bindegruppe eine Aussage Uber den Einfluss der
Linkerlange getroffen werden. Zudem wurden verschiedene Betulin-freie Derivate synthetisiert. Neben
den Vorstufen 15 und 16, wurde Verbindung 17, welche dem Linker und der Bindegruppe von
Verbindung 21 entspricht, Vergleich zu den Betulinderivaten verwendet und alle nicht Betulin-Derivate
ebenfalls enzymkinetisch untersucht. Die dazugehdrigen Strukturen sind in Abbildung 54 zu sehen.
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Abbildung 54. Gezeigt sind die Strukturformeln ausgewéhlte Beispiele der hergestellten Acetazolamid-Derivate,
welche mit Acetazolamid verglichen werden sollen. Die enzymkinetischen Untersuchungen wurden sowohl an
einem Betulin-Acetazolamid-Derivat (18), einem Betulinséure-Acetazolamid-Derivat (21), als auch an einem
nicht-Betulin-Derivat (17) durchgefihrt.

In Abbildung 55 sind die Michaelis-Menten-Auftragungen der untersuchten Inhibitoren 15,16, 17, 18,
und 21 gezeigt, wobei bei den Betulinderivaten 18 und 21 ein Konzentrationsbereich zwischen
Cinhibior = 250 NM - 1 pM gewdhlt wurde und auf Grund der deutlich besseren inhibierenden
Eigenschaften der nicht Betulinderivate 15,16 und 17, diese in einem Konzentrationsbereich zwischen
Cinhibior = 100 NM - 500 nM getestet wurden. Die Messung erfolgte am Plattenlesegerat (Infinite F200
PRO) von Tecan, bei einer konstanten Temperatur von T = 20 °C, einer Messzeit von 10 min und einer
Wellenlange von A = 405 nm. Unter Hilfenahme von GraphPad Prism 9 erfolgte die Bestimmung der ki-
Werte durch Auswertung der erhaltenen Messdaten. Vergleicht man die finf untersuchten Derivate des
Acetazolamids, so wird direkt ein groBer Unterschied zwischen den nicht-Betulinderivaten 15, 16 bzw.
17 und den Betulinderivaten 18 und 21 deutlich. Alle drei hergestellten und untersuchten Acetazolamid-
Derivate ohne Betulin(saure) zeigen einen sehr guten Effekt auf die Hemmung der CA IX mit ki-Werten
zwischen 0.129 pM - 0.19 puM. Die effektivste Hemmung konnte durch 16 erreicht werden mit einem
Ki= 0.129 uM. AnschlieBend wurden auch die Acetazolamid-Derivate mit Betulin(saure) auf ihre
Fahigkeit hin untersucht, die Esterase-Aktivitat der CA 1X zu hemmen. Verbindung 18 zeigte dabei eine
Hemmkonstante im einstelligen puM-Bereich mit einem Kj= 1.25 uM, é&hnlich wie die zuvor
untersuchten Sulfonamide des Betulins (siehe 10). Erstaunlicher ist jedoch die ermittelte
Dissoziationskonstante von 21. Sowohl 21, als auch 17 besitzen neben der gleichen Bindegruppe auch
einen identischen Linker. Umso erstaunlicher ist der grofle Unterschied in den Hemmkonstanten mit
einem K;=0.146 pM fiir 17 und einem K;> 10 puM fir 21.
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Abbildung 55. Michaelis-Menten-Auftragung der nicht-Betulinderivate 15, 16 und 17 des Acetazolamids. Die
Reaktionsgeschwindigkeit wurde in zwei unabhéngigen Versuchen bei einer Messdauer von 10 Minuten und
T =20 °C fur funf verschiedene Substrat- und 3 verschiedenes Inhibitorkonzentrationen gemessen.

Faktoren, wie beispielsweise eine schlechte Wasserldslichkeit, konnen einen grofRen Einfluss auf die
Dissoziationskonstante K; haben. Bei dem verwendeten Esterase-Assay wurden Inhibitor und Enzym
(CA IX) flr 3 Minuten bei T = 20 °C inkubiert und anschlieBend wurde die Reaktion durch Zugabe des
Substrates gestartet. Eine Erh6hung der Inkubationszeit, wie in Shank et al. beschrieben®, kdnnte eine
Maoglichkeit sein, ein Gleichgewicht zwischen Enzym und Inhibitor einzustellen und so eine bessere
Hemmungen zu erzielen. Auch ware die Verwendung eines zweiten Testsystems, wie beispielsweise
dem schon mehrfach erwéhnten Stopped-flow CO,-Assay, eine Mdglichkeit, genauere Aussagen Uber
diesen Inhibitor zu treffen.

e) Enzymkinetische Untersuchung der Saccharin-Derivate

Auch zyklische Sulfonamide, wie das Saccharin und dessen Derivate, sollen im Zusammenhang mit der
Inhibierung der CA 1X genauer untersucht werden. Carradori et al. zeigten in einer Verdffentlichung im
Jahr 2016 die selektive Inhibierung der Carboanhydrase I, Il, IX und XII mit Hilfe verschiedener
Saccharin-Derivate'®®. Die hierfiir verwendeten Substanzen sind in Abbildung 56 gezeigt. Dabei
handelt es sich um das reine Saccharin, sowohl ein Derivat des Betulins, als auch eines ohne.
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Abbildung 56. Gezeigt sind die Strukturformeln ausgewéhlte Beispiele der hergestellten Saccharin-Derivate und
Saccharin selbst. Die enzymkinetischen Untersuchungen wurden sowohl an einem Betulin-Saccharin-Derivat (29),
als auch an einem nicht-Betulin-Derivat (24) durchgefihrt.

In Abbildung 57 sind die Michaelis-Menten-Auftragungen von Saccharin und den Inhibitoren 24 und
29 gezeigt. Da die, im ersten Schritt durchgefuhrte, Restaktivitdtsmessung bei Cinhivior = 4 UM
ausschlie3lich bei 24 einen minimalen Effekt gezeigt hat, wurde einzig bei diesem Inhibitor eine weitere
Konzentration von Cinnivitor = 10 M verwendet.
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Abbildung 57. Michaelis-Menten-Auftragung von Saccharin und den Inhibitoren 24 und 29. Die
Reaktionsgeschwindigkeit wurde in zwei unabhéngigen Versuchen bei einer Messdauer von 10 Minuten bei
T =20 °C fiir verschiedene Substrat- und Inhibitorkonzentrationen gemessen.

Bei den hier gezeigten Saccharin-Derivaten konnte keine inhibierende Wirkung der CA IX unter
Verwendung des Esterase-Assays nachgewiesen werden. In der Literatur, auf die sich die Synthese der
neuen Saccharin-Betulin-Konjugate bezogen hat, zeigte Verbindung 24 eine sehr vielversprechende
selektive Wirkung auf die Hemmung der CA IX mit einem Ki= 22 nM. Die ebenfalls mittels SFA
(Stopped-flow CO2-Assay) getesteten humanen CA | und CA 11 zeigten hingegen Werte von K= 10 pM
(hCA 1und hCA 11)*8, Anhand der in dieser Arbeit durchgefiihrten VVersuche konnten die Werte aus der
Literatur bedauerlicherweise nicht bestatigt werden. Ein Grund dafur kénnte die Tatsache sein, dass
Saccharin nicht direkt an das aktive Zn?*-Zentrum der CA IX bindet und so eine Veranderung des
Substrates (in Hinsicht auf das in der Literatur verwendete CO,) einen grofen Einfluss auf die
ermittelten Ki-Werte hat. Auch hier wére die Verwendung einer zweiten Methode unabdingbar, um eine
genaue Aussage treffen zu kdnnen.
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3.3 Diskussion des Teilgebietes: Drug-Targeting durch Hemmung der CA IX

Aufgrund der vielseitig auftretenden Residenz von normoxischen Tumoren gegeniber verschiedenen
Chemotherapeutika, wie Daunorubicin und Docetaxel, oder der Behandlung mittels Strahlentherapie,
ist es von grofRer Wichtigkeit, einen neuen Ansatz zur Behandlung von Krebs zu finden. Eine Studie von
2016 detektierte die Carboanhydrase IX (CA IX) als exzellenten Marker fir den Nachweis von
normoxischen Bereichen in Mammakarzinomzellen in vitro und in vivo. Eine gezielte Inhibierung der
CA IX und damit Schwachung des Mammakarzinoms konnte ein potentieller Angriffspunkt fiir eine
verbesserte Strahlentherapie sein. Zudem ist der Einsatz einer CA [IX-Bindegruppe eine
vielversprechende Mdglichkeit fur die Anreicherung des Wirkstoffes im Tumorgewebe. Ein Ansatz flr
die Entwicklung eines drug-targeting Systems war die Entwicklung eines Konjugat-Systems, welches
Wirkstoffe und Enzymbindegruppen (bezogen auf CA IX) (ber einen leicht spaltbaren Linker
miteinander verbindet. Realisiert wurde dies durch die Synthese unterschiedlicher Sulfamat- bzw.
Sulfonamid-Betulin-Derivate. Hierbei wurde sowohl die Betulinsaure an der C28-Position, als auch das
Betulin an der C3- und C28-Position modifiziert. Bei der Entwicklung der Sulfonamide wurden
unterschiedlich lange Linker eingesetzt, um einen Einfluss, bezogen auf den Abstand zwischen
Wirkstoff und Enzymbindegruppe (Sulfonamid), herleiten zu kénnen. AnschlieBend wurde Saccharin
als Enzymbindegruppe an das Betulin gebracht, da Saccharin als sehr selektiver Inhibitor fur die CA IX
bekannt ist. Zudem zeigten die verwendeten Enzymbindegruppe und deren Reste einen groRen Einfluss
auf die Ausrichtung des Inhibitors in der Enzymtasche, welche sowohl eine hydrophile, als auch eine
hydrophobe Seite besitzt. Neben der Sulfonsaureamid/Sulfamat-Gruppe haben demnach auch die
Polaritat und der Aufbau des Inhibitors einen groRen Einfluss auf die Inhibierung. Beruhend auf diesem
Wissen, wurde, in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe um Iris Thondorf von der Martin-Luther-
Universitdt Halle-Wittenberg, ecine Masterarbeit von Herrn Andreas Thiel ,,zum in silico
Wirkstoffdesign von neuartigen Inhibitoren mittels docking, Pharmakophor-Untersuchungen und 3D-
QSAR (quantitative Struktur-Wirkungsanalyse im 3-dimensionalen Raum)“ angefertigt. Die
erfolgreichen Synthesen der Betulin(séure)-konjugate (Sulfamate/Sulfonamide/Saccharine und Derivate
des Acetazolamids) konnten mittels *H-NMR-Spektroskopie bestétigt werden. AuBerdem konnte die
Zytotoxizitat von der hergestellten Substanzen getestet und miteinander verglichen werden. VVon groRRer
Bedeutung fir die Entwicklung neuer CA IX-Inhibitoren war die Entwicklung eines einfachen und
schnell durchfiihrbaren Enzym-Kinetik-Tests, welcher bei Bestimmung der Dissoziationskonstanten ki
von einigen konkreten Inhibitoren eingesetzt werden konnte. Um einen Vergleich zu bereits publizierten
CA-IX Inhibitoren anstellen zu koénnen, wurden vier literaturbekannte Inhibitoren mit Hilfe des
Esterase-Assays vermessen, der ki-Wert bestimmt und mit den Werten der SFA (Stopped-flow CO2-
Assay) vergleichen. Dabei konnte gezeigt werden, dass ein konstanter Faktor von vier (vierfach hohere
Ki-Werte nach Verwenden des Esterase-Assays) bei dem Vergleich von Ki-Werten aus der Literatur mit
denen, in dieser Arbeit gemessenen Ki-Werte, beachtet werden muss. Nach Untersuchung der neu
synthetisierten Verbindungen, konnte die (berzeugendste Wirkung in Hinsicht auf Zytotoxizitéat,
Selektivitat und Inhibierung der CA 1X von 3-O-Acetylbetulinsiure-28-taurinamid 10 mit einem ICso-
Werte, bezogen auf die Zelllinie MCF7, von ICsp = 7.5 UM und einer Selektivitat zur Normalzelllinie
NIH3T3 mit einem Faktor von 2 erbracht werden. Auch Uberzeugte diese Verbindung bei der
Inhibierung der CA IX, sodass ein K = 1.04 uM erzielt werden konnte. Ahnlich gute Ergebnisse konnte
durch 3-O-Acetylbetulinyl-28-O-sulfamat 3, mit einem ICso = 10.7 uM und einem K; = 2.8 uM erbracht
werden. Trotz der beinahe identischen ICso-Konzentration von I1Cso=11.8 UM, zeigt das
spiegelbildliche Enantiomer wvon 3, 28-O-Acetylbetulinyl-3-O-sulfamat 2, auch bei hoheren
Konzentrationen keine Inhibierung der CA [IX-Aktivitadt. Vergleichbar verhdlt es sich bei den
Enantiomeren 13a und 14a, wobei bei 13a die inhibierende Enzymbindegruppe an der C3-Position des
Betulins und bei 14a die inhibierende Enzymbindegruppe an der C28-Position des Betulins gebunden
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ist. Hier ist schon bei der Betrachtung der ICso-Konzentrationen ein minimaler Unterschied zu erkennen.
Das C3-verknupfte Sulfonamid 13a erreicht bei der Mammakarzinom-Zelllinie MCF7 einen
ICs0 = 11.8 uM, das C28-verknipfte Sulfonamid 14a sogar einen ICso = 8.6 M. Ein deutlich groRerer
Unterschied zeigt sich jedoch in der Féhigkeit, die CA IX-Aktivitdt zu hemmen. So liel’ sich mit Hilfe
von 14a die Enzymaktivitét schon mit einer Konzentration von 200 nM merklich vermindern (K;=1.14
UM bei 14a); 13a hingegen erbrachte auch bei einer Konzentration von 10 uM keine Anderung der
CA IX-Aktivitat. Eine Ubersicht der ermittelten ki-Werte ist zusammenfassend in Tabelle 5 gezeigt.

Tabelle 5. Ermittelte ki-Werte und 1Cso-Werte an der Zelllinie MCF7 (in uM mit Angabe der Standardabweichung)

von vier literaturbekannten Substanzen (U104, AZA, 6 und 7), den Sulfamaten 2-5, den Sulfonamiden 10 und
13a-14b, den Acetazolamid-Derivaten 17, 18 und 21 und den Saccharin-Derivaten 24 und 29.

Substanz Kiin pM ICs0 in UM (MCF7)
Acetazolamid 0.094 + 0.027 > 100
Vergleich aus der U104 0.128 + 0.045 > 100
Literatur 6 0.087 £ 0.005 178+£34
7 0.147 £0.019 95.1+5.6
2 Ki> 10 11.8+£1.0
3 2.8+0.98 10.7x£05
Sulfamate 4 48051 114+1.1
5 5.8+0.72 142+1.2
10 1.04 £0.39 7507
13a Ki> 10 11.87 £ 0.6
Sulfonamide 13b Ki>10 73+15
14a 1.1+031 8.6+0.7
14b 2.3+0.38 57+£0.9
15 0.185+0.04 > 100
. 16 0.129 +0.05 > 100
AC%Z?SZ{Q id- 17 0.146 + 0.05 > 100
18 1.25+£0.25 6.2+0.2
21 Ki> 10 > 100
Saccharin Ki>10 > 100
Saccharin- 24 Ki > 10 > 100
Derivate
29 Ki>10 75.0£3.7

Auch die Untersuchung der hergestellten Saccharin-Derivate konnte im Rahmen dieser Dissertation
durchgefiihrt werden, jedoch lagen die bestimmten ICso-Konzentration aller Saccharin-Derivate (ohne
Betrachtung der Vorstufen) tber einem Wert von ICso = 50 uM. Eine Ausnahme ist Verbindung 23 mit
einem Wert von ICso = 28.1 pM (MCF7). Auch eine Inhibierung der CA IX-Aktivitat konnte, durch
einen Zusatz der Saccharin-Derivate, nicht erzielt werden. Dies kdnnte jedoch dadurch begriindet
werden, dass im Rahmen der vorliegenden Arbeit ein Esterase-Assay zur Bestimmung der Ki-Werte
verwendet wurde. Bei allen Vergleichswerten aus der Literatur wurde der Stopped-flow CO2-Assay mit
CO: als Substrat verwendet, wodurch es zu erheblichen Unterschieden kommen kann.

Aufgrund der vielversprechenden zytotoxischen Wirkung von 18 fir die Zelllinie MCF7 mit
ICs0 = 6.2 uM, war eine enzymkinetische Betrachtung der synthetisierten Acetazolamid-Derivate von
groBem Interesse. Vier der finf untersuchten Acetazolamid-Derivate zeigten mit K;-Werten von

63



Ki=0.129 uM - 1.25 uM sehr gute bis gute Inhibierung der Carboanhydrase 1X. Lediglich bei 21 konnte
in dem verwendeten Konzentrationsbereich keine Inhibierung festgestellt werden, sodass der ermittelte
Ki - Wert in einem Konzentrationsbereich grofRer 10 uM lag. Betrachtet man die Struktur von 21, so fallt
auf, dass diese Verbindung aus einem sehr unpolarem Grundgerist und einem dem gegeniiber sehr
polarem Linker und einer polaren Bindegruppe besteht. Dies konnte ein Grund fir die geringe
Enzymhemmung sein, da auf Grund der unzureichenden Loslichkeit die Einstellung eines
Gleichgewichtes zwischen dem freiem Enzym bzw. Inhibitor und dem gebildeten Enzym-Inhibitor-
Komplex nach einer Inkubationsdauer von 3 Minuten noch nicht vollstandig stattgefunden hat. Dies
waére auch dhnlich denkbar bei den Saccharin-Derivaten 24 und 29. Um eine genaue Aussagen Uber die
Fahigkeit der Substanzen, die CA IX-Aktivitit zu senken, treffen zu kénnen, ware es von grofiem
Interesse, eine zweite Methode, beispielsweise den schon mehrfach erwéhnten Stopped-flow CO,-Assay
zu verwenden und beide Methoden miteinander zu vergleichen. Mit einem groRen Teil der in dieser
Arbeit synthetisierten Verbindungen ist es jedoch sehr gut mdglich, die Aktivitat der CA IX zu
verringern und dies mit dem eigens dafiir etablierten Esterase-Assay nachzuweisen. Durch Verwendung
dieser Substanzen ware neben einer Senkung der CA IX-Aktivitdt und der damit verbundenen
Schwéchung des Tumors auch eine Anreichung des Wirkstoffes (Betulin oder Betulinsdure) in der
raumlichen Nahe des Tumors moglich.
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4. Lokale Tumorbehandlung bei equinen Melanomen
4.1 Einleitung

4.1.1 Das equine Melanom

Schatzungsweise betragt die Zahl der in Deutschland gehaltenen Pferde und Ponys rund eine Million,
weltweit liegt die Zahl sogar bei tGber 60 Millionen Tieren.'®® In dieser Arbeit nehmen Schimmel eine
besondere Stellung ein, da 80 % der tber 15-jahrigen Schimmel an Melanomen erkranken’® 171, Bei
60 % der Melanome handelt es sich zudem um maligne Tumore, die in benachbartes Gewebe,
Lymphknoten und andere Organe metastasieren konnen®’. Das equine maligne Melanom ist ein
bosartiger Tumor der Pigment-bildenden Melanozyten®?.  Melanozyten stammen von
neuroektodermalen Melanoblasten ab und befinden sich hauptséchlich in der Haut, insbesondere
innerhalb der Stratum Basale der Epidermis und in der duReren Wurzelscheide der Haarfollikel'",
Obwohl Melanome bei Pferden und Maultieren aller Art und Haarfarbe auftreten kdnnen, sind sie in
erster Linie eine Krankheit bei ergrauenden Pferden, mit 50 % der gesamten Population. Zu Beginn des
20. Jahrhunderts wurde erstmals von McFadyean der Zusammenhang zwischen der grauen Fellfarbe
und der Melanombildung bei Pferden beobachtet'®. Auch wenn die Atiologie von Melanomen bei
Pferden noch nicht vollstdndig geklart ist, deuten aktuelle Daten auf eine genetische Mutation des
Melaninstoffwechsels hin. Grund flr diese Korrelation ist, dass der Phanotyp des schnellen Ergrauens
bei Schimmeln verbunden ist mit einer Genduplikation im Intron 6 des Syntaxinl7-Gens. Diese
Mutation sorgt dafiir, dass aus einem schwachen enhancer Element ein starkes Melanozyten-
spezifisches Motiv wird. Daraus folgend wird das benachbarte Syntaxin1l7 und NR4A3-Gen vermehrt
exprimiert. Dies fiihrt wiederum zur Ausbildung von Melanomen*™. Ergraute Pferde werden mit einer
braunen bis schwarzen Fellfarbung geboren. Durch eine autosomal dominante Vererbung zeigt sich
schon in den ersten Lebensjahren eine Erhellung des Felles. Im Vergleich zu heterozygoten Pferden
(G/g-Genotyp) weisen homozygote Pferde (G/G-Genotyp) einen viel schnelleren und zudem
vollstandigen Ergrauungsprozess auf. Ebenfalls leiden homozygote Pferde, also reinerbige Pferde mit
zwei gleichen Allelen (G/G-Genotyp) unter einer hoheren Wahrscheinlichkeit und Schwere von
Melanomen®™. Auch zeigen Schimmel oftmals eine hohe Inzidenz fir Vitiligo-dhnliche
Depigmentierung "> 176, Anders als beim humanen Melanom, ist eine starke Exposition von UV-
Strahlung beim Pferd nicht der hauptsachliche Grund fiir das equine Melanom. Auf Grund ihrer dunklen,
pigmentreichen Haut und den meist UV geschitzten Stellen, an denen das equine Melanom héaufig zu
finden ist (Schweifunterseite, Genitalbereich, After), ist es sehr unwahrscheinlich, dass die UV-
Strahlung eine signifikante Rolle bei der Entstehung von Melanomen beim Pferd spielt!’.

4.1.2 Das equine Sarkoid

Erstmals erwahnt wurde die Ausbildung von Sarkoiden bei Pferden 1936 durch Jackson'’’. Sarkoide
sind lokalinvasive, fibroblastische Hauttumore und stellen die weltweit hiufigste Tumorart bei Pferden
dart’® 17° mit einer Auftrittsrate von 12.5 - 67 % aller Neoplasmen?® 181 Bei Neoplasmen handelt es
sich um Neubildungen vom Gewebe in Form einer Geschwulst. Das equine Sarkoid (ES) kann einzeln
oder multipel auftreten und besitzt die Fahigkeit des lokal infiltrativen Wachstums in die Haut,
Unterhaut und manchmal auch in das Muskelgewebe. Heutzutage kann zwischen sechs verschiedenen
Formen des ES unterschieden werden® 182, Zum einen die okkulte Form, welche sich durch Bildung
einer haarlosen und rauen Hautverdnderung bemerkbar macht. Dieser Typ kommt vor allem an Kopf-
und Halsregionen vor, zum Teil aber auch an den Innenschenkeln der Hinterbeine. Die zweite Form,
das verrukdse ES zeigt sich durch Bildung eine trockene, schuppige und warzenartig-erscheinende
Oberflache. Verrukose ES konnen sich lange Zeit ruhig verhalten. Sie transformieren sich aber leicht in

65



den fibroblastischen Typ, sobald sie durch ein Trauma (Verletzung, chirurgische Entfernung) gereizt
werden. Die fibroblastische Form erscheint als harte, Bindegewebs-artige, knotige Massen in der
Dermis, oft blutig und eitrig entzlindet. Das fibroblastische ES ist der am haufigsten vorkommende
Sarkoid-Typ. Bei der vierten moglichen Form handelt es sich um das nodulére ES (aus dem lateinischen
fur Knoten), ein vollstandig subkutan (unter der Haut) liegender Tumor. Diese Form des equinen
Sarkoids kann klinisch starke Deformationen hervorrufen. Die invasivste Form bilden die bdsartigen
ES, welche, wie der Name schon andeutet, ein stark invasives Wachstum besitzt, wodurch multiple
Tumore entstehen kdnnen. Als sechste Formist in der Literatur eine gemischtes ES beschrieben, welches
Merkmale von mehreren Formen aufweisen kann*, Die haufigsten Orte fiir die Sarkoid-Entwicklungen
sind der Kopf (periorbitale Region, Ohrnadel und Lippen) und Hals (39%), an den Extremitéten (35%)
und der Unterseite des Rumpfes (26%)®!. Hauptsachliche Ausléser fir die Entstehung von Sarkoiden
sind Hautverletzungen® ¥ (Traumata) und das bovine Papillomavirus (BPV)-Typen 1 und 2, das
einzig bekannte artiibergreifende Papillomavirus'® 18187 Ays pathologischer Sicht handelt es sich bei
dem equinen Sarkoid um einen gutartigen Tumor der Fibroblasten, welcher keine Metastasen ausbildet,
jedoch eine ausgepragte Rezidivneigung nach deren Behandlung aufweist. Trotz des meist positiven
Befundes, kann das Wohlbefinden, die Lebensqualitdt und Asthetik von betroffenen Pferden stark
eingeschrankt sein'eé,

4.1.3 Bisherige Behandlungsmdglichkeiten und dessen Erfolgschancen

Derzeit verfugbare Therapien sind entweder sehr ineffizient oder mit einem groRen Risiko fiir Tier und
den behandelnden Tierarzt verbunden. Behandlungen mittels Immuntherapie sind vielversprechend,
erfordern jedoch noch enorm viel Forschung®® Aus diesem Grund werden kleinere Tumore heute haufig
chirurgisch entfernt oder durch chemotherapeutische Medikamente, wie Cisplatin, behandelt. Allerdings
kann eine ungunstige Tumorlage oder das Vorhandensein von Tumoren an wichtigen anatomischen
Strukturen wie Nerven oder GefaRen, die Nahe zum SchlieBmuskel des Analbereiches oder andere
wichtige Organe, die chirurgische Entfernung erschweren. Das zytotoxische Mittel Cisplatin birgt ein
hohes toxisches Expositionsrisiko 1%°-1%2 fijr den behandelnden Tierarzt und jede andere Person, die
mit der Substanz in Beriihrung kommt. Zudem ist eine intraldsionale Verabreichung durch das verhartete
Gewebe des Tumors sehr erschwert. In jedem Fall missen die Tiere in einer Tierklinik behandelt und
zuvor anasthesiert werden, was mit zusatzlichem Aufwand, Kosten und Risiken verbunden ist. Eine
kommerziell erhéltliche topische Behandlungsmdglichkeit fir das equine maligne Melanom ist derzeit
noch nicht vorhanden, welche jedoch die Mdoglichkeit einer schonenden und einfachen Behandlung
bieten konnte.

4.1.4 Entwicklung eines topischen Applikationssystems

Auf Grund der oben genannten Probleme, sollte im Rahmen eines vom BMWi geférderten
Verbundprojektes (Biozentrum MLU, Tierhochschule Hannover (TiHo), BioSollutions Halle GmbH,
Skinomics GmbH) eine topische Behandlungsmdglichkeit von equinen malignen Melanomen
entwickelt werden. Grundlage waren die in der AG Paschke entwickelten Wirkstoffe auf
Betulinsdurebasis. Ein Arzneimittel, das dermal verabreicht werden kann, d.h. eine medizinisch
wirksame Creme, die der Tierhalter in Absprache mit dem Tierarzt selbst anwenden kann, ist in vieler
Hinsicht eine enorme Erleichterung. So soll eine einfache Verabreichung durch den Pferdehalter
gewahrleistet werden, welches eine geringe Belastung des tierischen Organismus bietet und den
Stressfaktor des Pferdes, durch wegfallende Transporte, minimiert. Zudem wirde eine topische
Anwendung in der eigenen Stallung deutlich weniger Kosten fur den Halter bedeuten, da ein teurer
Aufenthalt in Tierkliniken entféllt. Aufbauend auf der Verdffentlichung von Liebscher et al. aus dem
Jahr 2016 konnte gezeigt werden, dass die naturlich vorkommende Betulinsdure (BS) und das

synthetisch modifizierte Betulinsdurederivat NVX-207, in vitro antiproliferative und zytotoxische
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Wirkungen gegen equine Melanomzellen auslben, die durch die Induktion von Apoptose vermittelt
wird®. Zudem konnte durch eine direkte, intralasionale Applikation von NVX-207 in Tumore zweier
Patienten (Pferd 1 war eine 13-jahrige Warmblutstute mit einem Gewicht von 695 kg und Pferd 2 war
eine 18-jahrige Warmblutstute mit einem Gewicht von 587 kg) gezeigt werden, dass wahrend und nach
der Behandlung keine Nebenwirkungen aufgetreten sind*’. Allerdings hat sich die Applikation der
Testsubstanz in das derbe Tumorgewebe als schwierig dargestellt, da ein hoher Injektionsdruck
notwendig war, um die Substanz intratumoral zu injizieren. Diese Applikation birgt das Risiko, dass ein
Teil des Medikaments durch das Interstitium (Zwischenraum von Tumor und Normalgewebe) direkt
wieder aus dem Tumorgewebe heraus gepresst wird und ist fiir die Patienten (betroffene Pferde) mit
Schmerzen verbunden. Ziel des Projektes ,,TopiDrugHorse® war die Entwicklung einer topischen
Behandlungsform von equinen Melanomen und equinen Sarkoiden, welche eine zielgerichtete und
vereinfachte Applikation ermdglichen soll. Bisher ist keine Therapie mit Aussicht auf vollstandiger
Heilung bekannt, sodass die heute konventionellen Behandlungsmethoden, wie beispielsweise das
chirurgische Entfernen von kleinen Tumoren, die Gabe von Cisplatin und anderen Chemotherapeutika,
zum Beispiel Cimetidine!®*1% oder eine Immuntherapie lediglich helfen kdnnen die Ausbreitung des
Tumors zu verlangsamen. Eine Verabreichung von Cisplatin fiihrt in den h&ufigsten Fallen zu starken
Nebenwirkungen und stellt eine gesundheitliche Gefahr fiir den behandelten Tierarzt dar3® 192.1%_ Des
Weiteren fiihrt die oftmals auftretende Angiogenese zu schlechten Prognosen, da das oral verabreichte
Medikament so nur in unzureichenden Mengen seinen Zielort erreicht'®’. Ein weiterer Aspekt fir die
Entwicklung einer topischen Behandlungsform ist die Applikation durch den Halter. Bei bisherigen
Behandlungsmethoden konnte oftmals die Applikation ausschlieBlich von dem behandelten Tierarzt
oder speziellen Tierkliniken vorgenommen werden, sodass der Stressfaktor der Tiere bei héufig
benétigen Transporten zum Behandlungsort sehr gro war. Auch waren bei solchen Eingriffen die
Behandlungskosten sehr hoch. Durch Einbringung der untersuchten Wirkstoffe in eine speziell daflr
hergestellte Formulierung (von der Firma Skinomics GmbH) kann eine schmerzfreie/schmerzarme,
mehrfach tdglich wiederholte, lokale Applikation des Wirkstoffs zu anhaltenden und ausreichend hohem
Wirkstoffkonzentration im Tumor fiihren. Die Anwendung kann selbst von nicht-medizinischem
Personal (Besitzern) risikofrei angewendet werden. Eine Anwendung als Hautcreme, die vom Besitzer
des Pferdes selbst wiederholt aufgetragen werden kann, erleichtert somit die Therapie und erhéht durch
eine hohere Akzeptanz der Besitzer auch den Therapieerfolg. Zu Beginn einer solchen Entwicklung
stand die Wahl des verwendeten Wirkstoffes. Die Entscheidung, welcher Wirkstoff fur die Herstellung
des topischen Applikationsssystems fiir die Behandlung von equinen Melanomen verwendet wurde, soll
anhand unterschiedlicher Methoden in dieser Arbeit genauer aufgezeigt werden.
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4.2 Ergebnisse

4.2.1 Zytotoxizitat an equinen Zelllinien

Im ersten Schritt der Entwicklung einer topischen Behandlungsform war die Testung potentieller
Wirkstoffe an verschiedenen equinen Zelllinien erforderlich. Zur Bestimmung und Beurteilung der
zytotoxischen Wirkung wurden die zwei verschiedenen Assays (SRB- und MTT-Assay) an der equinen
Melanomzelllinien MelDuWi (HoMel-A1)!, equinen Sarkoidzellen (SRGO2) und an equinen
Fibroblasten (PriFri2) durchgefuhrt. Als Vergleich dazu wurden die Versuche ebenfalls an der humanen
Melanomzelllinie A375 erbracht. Alle potentiellen Wirkstoffe wurden zudem in DMSO gel6st und eine
Endkonzentration von 0,5 % bei den Assays nicht Gberschritten. Als Kontrolle wurde die maximale
Konzentration an DMSO als Wachstumskontrolle mitgefihrt.

4211 SRB-Assay

Die Zytotoxizitat von Betulinsdure, dem Borkenextrakt der Platane, NV X-207, Betulinyl-3,28-O,0°-
disulfamat 5 und 3-O-Acetylbetulinsdure-28-taurinamid 10 wurde an den equinen Melanomzellen
MelDuWi, den Sarkoidzellen sSRGO1 und sRGO2 und einer equinen Normalzelllinie PriFri2 bestimmt.
Diese flinf Substanzen wurden auf Grund ihrer guten Verfiigbarkeit, schon zuvor durchgefiihrten
Vorversuchen und den daraus resultierenden Ergebnissen fiir alle weiteren Untersuchungen gewahlt.
Als Vergleich diente die humane Melanomzelllinie A375. Die verwendete Zellzahl pro well der
entsprechenden Zelllinien wurde vorab durch Auftragung unterschiedlicher Zellzahlen auf einer 96-
well-plate bestimmt. Es wurde die Zellzahl verwendet, bei der nach einer Inkubationszeit von 96
Stunden eine Absorption von 2 erreicht wurde. Alle gemessenen ICso-Werte sind in Tabelle 6
dargestellt.

Tabelle 6. Ermittelte 1Cso-Konzentration (in uM mit Angabe der Standardabweichung) von Betulinséure, dem
Borkenextrakt der Platane, NVX-207, 5 und 10 bei Behandlung von equinen Melanomzellen MelDuWi, den
Sarkoidzellen sSRGO1 und sRGO2, einer equinen Normalzelllinie PriFri2 und einer humanen Melanomzelllinie
A375 nach 96 Stunden Behandlungsdauer. Verwendet wurde der SRB-Assay, wobei mindestens drei biologische
und zwdlf technische Replikate angefertigt wurden.

Betulinséaure Extrakt NVX-207 5 10
MelDuWi 23.4+1.9 18.4+20 3.7+0.3 16.3+2.4 10.7+0.6
sRGO1 29.7+10.2 199+1.9 3.8+23 179+23 13.4+14
sRGO2 459+5.0 27.3+27 3.5+£0.6 21.1+5.0 19.4+7.2
PriFri 27.2+3.8 18.4£5.7 3.4+0.8 11.7+£3.6 11.3+14
A375 140+1.0 74+14 27+0.2 125+2.1 6.4+0.7

Die Behandlung mit Betulinsdure, dem Borkenextrakt der Platane, NV X-207, 5 und 10 fihrten zu ICso-
Werten zwischen 3 uM und 46 pM, abhéngig von Substanz und Zelllinie. Die vielversprechendsten
Ergebnisse erzielte der Wirkstoff NVX-207 mit einer medianen halbmaximalen inhibitorischen
Konzentration von 3 uM bei allen untersuchten equinen Zelllinien. Ein &hnlich gutes Ergebnis erzielte
10 mit ca. 10 pM, bei der humanen Melanomzelllinie A375 erreicht diese Substanz sogar eine
halbmaximale Wirkung mit einer Konzentration von 6,4 uM. Auffallend ist die Zelllinie SRGO2, da
hier eine Vielfach hdéher Konzentration an Wirkstoff benétigt wird, um den gleichen Effekt zu erzielen.
Besonders fallt diese Tatsache bei den Sarkoidzellen SRGO2 nach Behandlung mit Betulinsdure auf.
Eine hohe Selektivitat konnte allerdings bei keiner der getesteten Substanzen nachgewiesen werden.
Dargestellt sind die Selektivitatsindizes in Tabelle 7. Bei den verwendeten Sarkoidzellen konnte dies
an der starken Ahnlichkeit der Sarkoidzellen zu Fibroblasten liegen. Bei dem equinen Sarkoid, 1936
von Jackson et al. beschrieben'”’, handelt es sich um einen lokalen, aggressiven fibroblastischen Tumor
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der Dermis'’®, welcher durch ein dem bovinem Papillom-Virus dhnlichen Virus hervorgerufen wird®°.
Betulinsdure und das Borkenextrakt der Platane (enthélt ca. 40 % Betulinsdure, Konzentration auf
Betulinsdure bezogen) zeigen bei der Behandlung der equinen Zelllinien eine &hnliche Tendenz, jedoch
zeigt das Borkenextrakt bei den Zelllinien sSRGO2 und A375 nur eine halb so groRe inhibitorische
Konzentration, um den gleichen Effekt zu erzielen, wie Betulinsdure. Die verbesserte Wirkung ist damit
zu begriinden, dass es sich bei dem Borkenextrakt um ein Gemisch verschiedener Naturstoffe handelt,
welche einen Einfluss auf Ldslichkeit und Wirkung haben.

Tabelle 7. Ermittelte Selektivitétsindices der Pferdezelllinien durch Berechnung des Quotienten aus 1Cso-Wert der
equinen Fibroblasten und dem ICso-Wert der entsprechenden Tumorzelllinie. Alle angegebenen Werte sind
Mittelwerte von mindestens drei biologischen und zwdlIf technischen Replikaten.

Zelllinie Betulinséure Extrakt NVX-207 5 10
MelDuWi 1.2 1.0 0.9 0.7 1.1
sSRGO1 0.9 0.9 0.9 0.7 0.8
SRGO2 0.6 0.7 1.0 0.6 0.6

Nach Auftragung der Dosis-Wirkungskurven (Abbildung 58) kann man diese in drei Abschnitte
einteilen. Bei geringeren Konzentrationen kommt es zu keinem zytotoxischen Effekt und die
Uberlebensrate ist bei 100 %. Am stérksten ist dieser Abschnitt bei der Behandlung mit Betulinsaure zu
erkennen. Nach Uberschreiten einer bestimmten Konzentration kommt es zu einem plétzlichen und
starken Abfall der Uberlebensrate auf nahezu 0 %. Je kleiner der Bereich im ersten Abschnitt (Uberleben
entspricht 100 %), desto kleiner ist die Toleranz der Zellen auf die verwendete Substanz. Dies ist am
deutlichsten bei der Substanz NV X-207 zu erkennen. Nach Durchfiihrung des verwendeten SRB-Assays
konnte bei allen funf verwendeten Wirkstoffen eine inhibitorische Wirkung nachgewiesen werden.
Beim Vergleich dieser ist jedoch deutlich ersichtlich, dass NVX-207 die effektivste inhibitorische
Konzentration mit durchschnittlich 3,5 uM zeigt. Es konnte gezeigt werden, dass nach einer
Behandlungsdauer von 96 Stunden bei allen eingesetzten Substanzen eine Wirkung auf das Wachstum
der equinen Tumorzellen zu beobachten war. Da sich eine Behandlungsdauer von 96 Stunden am Pferd
als problematisch darstellen kénnte, wurde im nachfolgenden Teil ein zeitabhangiger SRB-Assay
durchgefihrt.
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Abbildung 58. Dosis-Wirkungskurve aller (mit dem SRB-Assay) getesteten equinen Zelllinien. Fiir jede der flnf
Zelllinien a) MelDuWi, b) sRGO1, c¢) sRGO2, d) PriFri2 und e) A375 sind die Dosis-Wirkungskurven der
Substanzen Betulinsaure (grtin), Borkenextrakt der Platane (blau), NVX-207 (grau), 5 (orange) 10 (rot) dargestellt.
Die Dargestellten Kurven zeigen die Mittelwerte von mindestens 3 biologischen und 12 technischen Replikaten.
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4.2.1.2 Zeitabhangiger SRB-Assay

Zur Beurteilung der zeitabhangigen Wirkung wurde die equine Melanomzelllinie MelDuWi verwendet,
da die geplante topische Wirkstoffverabreichung in erster Hinsicht fir die Behandlung vom equinen
Melanom zur Verfligung gestellt werden sollte. Untersucht wurde die zytotoxische Wirkung nach 3, 6,
12 und 24 Stunden. Zum Vergleich wurden ebenfalls die Werte der 96 Stunden-Messung mit aufgefthrt.
Nach dem jeweiligen Zeitpunkt nach Behandlung der Zellen wurde das Medium von den 96-well-plates
entfernt und durch Medium ohne Wirkstoff ersetzt. Die Inkubation erfolgte anschliefend bis zum
Erreichen von 96 Stunden. Die weitere Ausarbeitung erfolgte wie in dem zuvor durchgefiihrten SRB-
Assay (Kapitel 6.4.1). Die dazugehérigen Werte sind in Tabelle 8 aufgelistet.

Tabelle 8. Ermittelte zeitabhangige 1Cso-Werte (in pM mit Angabe der Standardabweichung) von Betulinsdure,
Borkenextrakt der Platane, NVX-207, 5 und 10 bei der Behandlung von equinen Melanomzellen MelDuWi nach
einer Behandlungsdauer von 3, 6, 12, 24 und 96 Stunden. Alle angegebenen Werte sind Mittelwerte von
mindestens drei biologischen und zwolf technischen Replikaten.

Zeitinh Betulinsdure  Borkenextrakt NVX-207 5 10
3 112.0+14.9 76.6 +12.1 84+05 166.8 +42.3 322+3.4
6 85.2+9.3 53.8+5.1 6.4+04 94.8 +39.1 21.6+15
12 69.7 £ 5.6 36.6 +4.4 57+04 50.9 £4.0 18.2+0.9
24 39.8+3.6 26.9+4.3 46+0.3 25.1+1.3 16.1+£0.9
96 234+19 18.4+2.0 3.7+£0.3 16.3+2.4 10.7+£0.6

Nach einer Behandlungsdauer von drei Stunden zeigt sich fur 5 die grote I1Cso-Konzentration von
167 pM. Nach einer Behandlungsdauer von 12 Stunden kommt es jedoch zu einer groRen Steigerung
der zytotoxischen Wirkung, nach 96 Stunden erzielt 5 sogar eine 1Cso-Konzentration von 16,3 uM.
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Abbildung 59. Dosis-Wirkungskurven der zeitabhdngigen SRB-Messung an der Zelllinie MelDuWi nach einer
Behandlungsdauer von 3 (griin), 6 (blau), 12 (grau), 24 (orange) und 96 Stunden (rot) mit den Substanzen a)

Betulinsaure, b) Borkenextrakt der Platane, ¢) NVX-207, d) 5 und €) 10. Die dargestellten Kurven zeigen die
Mittelwerte von mindestens 3 biologischen und 12 technischen Replikaten.

Dies macht deutlich, dass zu Beginn der Behandlung eine Anreichung des Wirkstoffes in der
Zellmembran stattfindet und erst nach Uberschreiten einer bestimmten Konzentration dieser in die Zelle
gelangt. Eine Erklarung dafiir wére das VVorhandensein der polaren Seitenketten, die das Durchdringen
der hydrophoben Zellmembran erschweren. Eine &hnlich hohe Konzentration zeigt Betulinséure nach
einer Dauer von drei Stunden mit 112 uM. Bei der Behandlung mit Betulinsiure zeigte sich jedoch auch
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nach 96 Stunden Behandlungsdauer die grofte inhibitorische Konzentration von 23.4 puM. Die
beachtlichste Wirkung zeigte die Behandlung mit NV X-207. Schon bei einer Dauer von drei Stunden
erreichte NV X-207 eine 1Cso-Konzentration von 8,4 uM. Dieser Wert liegt noch deutlich unter den 96
Stunden-Werten der restlichen Substanzen. Eine langere Inkubation &andert die halbmaximale
Konzentration kaum, sodass nach einer Inkubation von 96 Stunden ein Wert von 3,7 UM erreicht wurde.
Eine Behandlung der Pferdehaut mit dem Wirkstoff NV X-207 kdnnte nach diesen Erkenntnissen schon
zu sehr vielversprechenden Ergebnissen filhren. Sehr gut erkennbar ist die gute Wirkung auch in
Abbildung 59. Alle Kurven sind bei einer Behandlungsdauer zwischen 3 und 96 Stunden mit den
Wirkstoffen 10 und NVX-207 in der Auftragung der Dosis-Wirkungskurve beinahe deckungsgleich.
Anders ist dies bei den Substanzen Betulinsaure, dem Borkenextrakt der Platane und 5. Hier liegen die
Kurven der drei- und sechsstindigen Behandlung aufeinander und verschieben sich erst bei
Verlangerung der Behandlungsdauer zu kleineren Konzentrationen. AuBerdem konnte gezeigt werden,
dass der Unterschied zwischen einer Behandlungsdauer von 24 Stunden und 96 Stunden unerheblich
grol3 ist, sodass eine Behandlung der Melanome schon nach einer Dauer von 24 Stunden einen Effekt
zeigen konnte. Dies ist von groRer Bedeutung, da eine lange Verweildauer der Formulierung an der
gleichen Stelle der Pferdehaut durch Bewegung und Reibung nicht immer gewéhrleistet werden kann.

4213 MTT-Assay

Da bei dem zuvor beschriebenen SRB-Assay kein Unterschied zwischen lebend und toten Zellen
getroffen wird, sondern die toten Zellen auf Grund lhrer Beschaffenheit (Ablosen bei adhérenten Zellen)
von lebenden Zellen separieret werden, wurde fir eine bessere Aussagekraft ein zweiter
Zytotoxizitatstest durchgefiihrt. Der MTT-Assay beruht, wie schon zuvor beschrieben, auf einen
funktionierenden Stoffwechsel in der Zelle. Mit Hilfe des MTT-Assay wurde ebenfalls die Zytotoxizitét
von Betulinséure, dem Borkenextrakt der Platane, NV X-207, 5 und 10 an den equinen Melanomzellen
MelDuWi, den Sarkoidzellen SRGO1 und sSRGO2 und einer equinen Normalzelllinie PriFri2 bestimmt.
Als Vergleich fir die Wirkung auf humane Zelllinien diente die humane Melonaomzelllinie A375. Die
verwendete Zellzahl pro well der entsprechenden Zelllinien wurde vorab durch Auftragung
unterschiedlicher Zellzahlen auf einer 96-well-plate bestimmt. Es wurde die Zellzahl verwendet, bei der
nach einer Inkubationszeit von 96 Stunden eine Absorption von zwei erreicht wurde. Alle gemessenen
ICso-Werte sind in Tabelle 9 dargestellt und die dazugehdrigen Dosis-Wirkungskurven in Abbildung
60 gezeigt.

Tabelle 9. Ermittelte 1Cso-Werte (in UM mit Angabe der Standardabweichung) von Betulinséure, Borkenextrakt
der Platane, NVX-207, 5 und 10 bei der Behandlung von equinen Melanomzellen MelDuWi, den Sarkoidzellen
SRGO1 und sRGO?2, einer equinen Normalzelllinie PriFri2 und einer humanen Melanomzelllinie A375 nach
96 Stunden Behandlungsdauer. Verwendet wurde der MTT-Assay, wobei mindestens drei biologische und zwolf
technische Replikate angefertigt wurden.

Zelllinie Betulinsdure  Borkenextrakt NVX-207 5 10
MelDuWi 18.2+6.5 9.4+6.5 47+0.3 12.7+0.2 115+16
SRGO1 195144 18.7+£25 3.6+£0.6 144+1.4 10.7+£1.2
SRGO? 18.7+£8.8 17.2+£3.7 40+17 21.6+4.3 17875
PriFri2 18.7+3.4 22.6+9.0 15+0.1 15.2+4.1 12.3+4.6
A375 89+15 6.5+0.7 51+0.6 11.2+2.8 83+13

Die Behandlung mit Betulinsdure, dem Borkenextrakt der Platane, NV X-207, 5 und 10 fihrten zu ICso-
Werten zwischen 2 pyM und 20 pM. Auch bei diesem Test zeigten sich die kleinsten I1Cso-
Konzentrationen, und somit die effektivste Wirkung auf das Zellwachstum, bei dem Wirkstoff NV X-
207 mit einem ICs-Wert von 1.5 pM - 5 pM. Es ist allerdings sehr gut ersichtlich, dass die hier
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aufgefuhrten 1Cso-Werte um das Zweifache kleiner sind, als die mit dem SRB-Assay gemessenen Werte.
Der groRte Unterschied ist bei der Behandlung mit Betulinséure zu vermerken, mit ICso-Konzentrationen
von 45,9 uM (sRGO2, SRB) und 18,7 uM (sSRGO2, MTT). Ahnliche Abweichungen sind auch bei den
Zelllinien sSRGOL, PriFri2 und MelDuWi zu sehen. Eine mdgliche Erklarung dieser Ergebnisse liegt in
der Art der Zytotoxizitatsbestimmung. Werden bei dem SRB-Assay die verbliebenen Proteine der noch
adhérenten (lebenden) Zellen gemessen, so wurde im Gegensatz dazu bei dem MTT-Assay die
vorhandene Aktivitat der Mitochondrien durch Verstoffwechselung des eingesetzten Farbstoffes
gemessen. Demzufolge kann eine Zelle adhédrent und damit lebend mit dem SRB-Assay nachgewiesen
werden, jedoch schon geschéadigte Mitochondrien besitzen und somit unfahig fir die Umsetzung des
MTT-Farbstoffes sein.
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Abbildung 60. Dosis-Wirkungskurve aller (mit dem MTT-Assay) getesteten equinen Zelllinien. Fir jede der fiinf
Zelllinien a) MelDuWi, b) sRGO1, c) sRGO2, d) PriFri2 und e) A375 sind die Dosis-Wirkungskurven der
Substanzen Betulinsaure (griin), Borkenextrakt der Platane (blau), NVX-207 (grau), 5 (orange) und 10 (rot)
dargestellt. Die Dargestellten Kurven zeigen die Mittelwerte von mindestens drei biologischen und 12 technischen
Replikaten.

Demnach konnte mit Hilfe der beiden unterschiedlichen Methoden bestatigt werden, dass Betulinsaure
in Tumorzellen zu einer Membranpermeabilisierung der Mitochondrien und dem anschlielenden
Einleiten des programmierten Zelltods fiihrt.? 2% 201 Ejne genauere Aussage kann jedoch erst nach
Durchflihrung weiterer Untersuchungen des Zelltodmechanismus, welche im Kapitel 4.2.2 dargestellt
sind, getroffen werden.

4.2.2 Untersuchung der Zelltodmechanismen

Zu verstehen, welche Mechanismen bei dem programmierten Zelltod eine Rolle spielen, ist ein wichtiger
Faktor in der Forschung und Entwicklung von Zytostatika fiir die Therapie von Krebs. Wie schon in
Kapitel 1.3 beschrieben, sind heute viele unterschiedliche Zelltodmechanismen bekannt, darunter die
Apoptose, welche erstmals 1972 als eine morphologisch andere Form des Zelltodes beschrieben
wurde?®?, Neben dieser gewtiinschten Form des Zelltodes, kann eine geschadigte Zelle ebenfalls tiber die
Nekrose den Zelltod einleiten. Dabei kommt es zum Anschwellen, bis hin zum Platzen der Zelle,
wodurch es zu nicht erwiinschten Entziindungsreaktion der betroffenen Stellen kommt. Um eine
mogliche Nekrose ausschlieBen zu kdnnen, soll im nachfolgenden Teil eine Einfiihrung in die (in dieser
Arbeit) verwendeten Untersuchungen der Zelltodmechanismen gegeben werden und die damit
erbrachten Ergebnisse gezeigt werden.
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4.2.2.1 AnnexinV-Assay

Zur Beurteilung des Zelltodes kann eine Eigenschaft genutzt werden, die nur fir apoptotische nicht
jedoch nekrotische Zellen charakteristisch ist. Bei der Apoptose kommt es neben dem Schrumpfen der
Zellen, der Chromatinkondensation?® und der Bildung von apoptotic bodies?®, auch zur Verlagerung
des ursprunglich innenliegenden Phosphatidylserins an die Aullenseite der Membran. Es kommt zu einer
schnellen Anderung der Phospholipidsymmetrie?® in der Zellmembran, welches ein so rascher Prozess
ist, dass die Barriere-Funktion der Zellmembran zunachst noch vorhanden ist?®. An das nach AuRen
verlagerte Phosphatidylserin kann im Beisein von Calcium ein zelluldres Protein, das AnnexinV,
binden®’. Um das Vorhandensein der Barriere-Funktion der Zellmembran untersuchen zu kénnen,
wurde zusatzlich der nichtmembrangéngige, in die DNA interkalierende Farbstoff Propidiumiodid
zugegeben. Bei der Auswertung der durchflusszytometrischen Daten werden diese in 4 Bereiche
eingeteilt. Lebende Zellen zeigen weder ein positives AnnexinV, noch ein positives Propidiumiodid-
Signal, da weder Phosphatidylserin an die Auflenseite der Membran gelangt, noch kommt es zur
Aufhebung der Barriere-Funktion der Zellmembran. Frilh apoptotische Zellen weisen ein positives
Signal fir AnnexinV auf, jedoch ist hier die Zellmembran noch intakt, sodass kein positives Signal ftr
Propidiumiodid nachweisbar ist. Dies &ndert sich allerdings bei spat apoptotischen Zellen, da nun auch
die Barriere-Funktion der Zellmembran verloren geht. Nekrotische Zellen hingegen zeichnen sich durch
ein positives Propidiumiodidsignal aus, besitzen jedoch kein positives Signal fir AnnexinV. Die
Einordnung dieser vier Untergruppen ist in Abbildung 61 dargestellt.
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Abbildung 61. Schematische Darstellung des AnnexinV-Assays. Mit Hilfe des Durchflusszytometers kénnen
behandelte Zellen nach Inkubation mit Pl (rot) und AnnexinV (griin) in vier Subpopulationen eingeteilt werden.
Fur lebende Zellen (griner Bereich) ist weder ein Fluoreszenzsignal von PI, noch ein Fluoreszenzsignal von
AnnexinV-FITC messbar. Frith apoptotische Zellen (hellblauer Bereich) besitzen durch das aul3enliegende
Phosphatidylserin ein positives Signal fur AnnexinV-FITC, jedoch durch die bestehende Membran kein Signal fiir
Pl. Dies dndert sich bei spét apoptotischen Zellen, da nun auch die Barriere-Funktion der Zellmembran verloren
geht. Die letzte Population, nekrotische Zellen (roter Bereich), weisen lediglich ein positives Signal fir PI auf.

Die Analyse wurde, wie schon bei der Bestimmung der Zytotoxizitat, an den drei equinen Zelllinien
MelDuWi, sSRGO2 und PriFri2, als auch zum Vergleich an der humanen Zelllinie A375 durchgefihrt.
Die Behandlung der Zellen mit den Substanzen Betulinséure, dem Borkenextrakt der Platane, NV X-
207, 5 und 10 erfolgte fur 24 Stunden und 48 Stunden (fur die Zelllinie MelDuWi wurde dieser Versuch
auch nach 72 Stunden Behandlungsdauer durchgefiihrt) mit der doppelten ICso-Konzentration (in uM).
AuRerdem wurde fur jeden Zeitpunkt und Zelllinie eine unbehandelte Kontrolle mitgefiihrt. Bei der
equinen Melanomzelllinie MelDuWi (Abbildung 62) liegen in der unbehandelten Kontrolle ca. 84 %
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der Zellen im lebenden Bereich. Weitere 2 % der Zellen befinden sich in der friih apoptotischen Phase
und die restlichen 13 % sind in der spéatapoptotischen Phase zu finden. Betrachtet man die Ergebnisse
nach einer Inkubation von 24 Stunden, zeigt sich einzig bei der Behandlung mit NV X-207 ein Effekt
auf die Zellverteilung. Konnten in der Kontrolle Uber 80 % lebende Zellen gemessen werden, so sind
nach der Behandlung mit NV X-207 nur noch ca. 50 % der Zellen leben. Zugleich nimmt die Anzahl der
frih apoptotischen Zellen auf 20 % und die spat apoptotischen Zellen auf 30 % zu, dies entspricht einer
Verénderung von 18 % in der friih apoptotischen und 17 % in der spét apoptotisch Phasen. Nach einer
Dauer von 48 Stunden ist neben NVX-207 auch ein deutlicher Effekt bei der Behandlung mit 5 und
Betulinsdure zuerkennen, sodass bei der Behandlung mit Betulinsaure noch 46 % der Zellen als lebende
Zelle vorliegen, ca. 30 % fruh apoptotischen und 23 % spatapoptotisch sind. Eine ahnliche Verteilung
zeigt sich nach einer 48 stiindigen Behandlung mit 5. Hier sind im Schnitt 47 % lebende Zellen, 14 %
frih apoptotischen. und 36 % spat apoptotisch.
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Abbildung 62. Graphische Darstellung der AnnexinV-Analyse der Zelllinie MelDuWi nach einer
Behandlungsdauer von 24 Stunden (links), 48 Stunden (Mitte) und 72 Stunden (rechts) mit BS (Betulinséaure),
NVX-207, dem Borkenextrakt der Platane (Extrakt), 10 und 5. Fur die Behandlung wurde die doppelte 1Cso-
Konzentration verwendet. Gezeigt sind die Mittelwerte aus zwei unabhangigen biologischen Replikaten.

Sehr vielversprechende Ergebnisse lieferte die Behandlung von NVX-207 mit der doppelten 1Cso-
Konzentration nach 48 Stunden, so liegen nur noch ca. 16 % der Zellen vital vor. Der grofite Teil mit
ca. 50 % liegt im frih apoptotischen Bereich und die restlichen 34 % im spat apoptotisch Bereich.
Sowohl nach 24 Stunden, als auch nach 48 Stunden war unabhédngig von der verwendeten Substanz
keine Nekrose nachweisbar. Da nur bei der Behandlung mit NV X-207 nach 48 Stunden eine Reduktion
der vitalen Population von 84 % (Kontrolle) auf 16 % zu beobachten war, wurde der Einfluss der
jeweiligen Wirkstoffe auf die Zellen ebenfalls nach 72 Stunden untersucht. Nach dieser
Behandlungsdauer ist ein deutlicher Unterschied der eingesetzten Substanzen zur Kontrolle erkennbar.
Nach 72 Stunden liegen in der Kontrolle 81 % der Zellen vital, 2.5 % friih apoptotischen und 16 % spat
apoptotisch vor. Eine mit einander vergleichbare Wirkung konnte nach 72 Stunden bei den Substanzen
5, Betulinsdure und Verbindung 10 mit einer vitalen Rate von 5 % - 10 %, 25 % frih apoptotischen und
rund 65 % spét apoptotisch Zellen nachgewiesen werden. Die geringste Wirkung erzielte die
Behandlung mit dem Borkenextrakt der Platane. Hier liegt der grofite Teil der Zellen auch nach
dreitdgiger Behandlung noch im vitalen Bereich (mit ca. 40 %). AuRerdem ist ein deutlicher Anstieg der
nekrotischen Zellen auf 9 % erkennbar. Deutlich vielversprechender ist dagegen die Behandlung mit
NVX-207 oder Betulinsdure, da hier nach 48 Stunden schon deutliche Unterschiede zu der mitgefihrten
Kontrolle gezeigt werden konnten und kaum Nekrose in den Zellen induziert wurde. In friheren
Arbeiten von Liebscher et al*” konnte die gute Wirkung von NV X-207 bestatigt werden, jedoch wurden
in dieser Arbeit auch deutlich héhere Zellzahlen (in Liebscher et al wurden 1- 10° Zellen gesét, in dieser
Arbeit wurde der Versuch mit 7.5- 10° Zellen durchgefiihrt, siehe Kapitel 6.5.1) bei der Durchfiihrung
der Versuche verwendet. Aus diesem Grund und zur besseren Vergleichbarkeit der verwendeten
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Zellpassagen wurde NVX-207 und Betulinséure in dieser Arbeit ebenfalls mitgefuhrt, sodass diese
gewonnen Ergebnisse fur die Auswertung, Beurteilung und den Vergleich der neuen Wirkstoffe
verwendet werden konnten. Neben der beschrieben Melanomzelllinie MelDuWi, wurde eine zweite
malige equine Zelllinie, eine Sarkoidzelllinie (im Weiteren bezeichnet mit sSRGO2) ausfihrlicher auf
die eingeleiteten Zelltodmechanismen untersucht. Betrachtet man anschlieBend die ausgewerteten Daten
der AnnexinV-Untersuchung an der Zelllinie SRGO2 nach einer Behandlungsdauer von 24 Stunden und
48 Stunden mit den oben genannten Substanzen, so ist ein deutlicher Unterscheid zu der zuvor
untersuchten equinen Melanomzelllinie MelDuWi zu beobachten. Die Aufteilung in die jeweiligen
Zellpopulationen ist in Abbildung 63 dargestellt.
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Abbildung 63. Graphische Darstellung der AnnexinV-Analyse der Zelllinie SRGO2 nach einer Behandlungsdauer
von 24 Stunden (links) und 48 Stunden (rechts) mit BS (Betulinsaure), NVX-207, dem Borkenextrakt der Platane
(Extrakt), 10 und 5 (Betulinyl-3,28-0,0°-disulfamat). Fiir die Behandlung wurde die doppelte ICso-Konzentration
verwendet. Gezeigt sind die Mittelwerte aus zwei unabhangigen biologischen Replikaten.

Die Behandlung erfolgte bei der verwendeten Sarkoidzelllinie ebenfalls mit der doppelten 1Cso-
Konzentration. Die Sarkoidzellen wurden, anders als die Melanomzellen, nicht in RPMI 1640 mit
stabilem Glutamin, sondern in DMEM Medium mit einer erhéhten Konzentration an Glucose kultiviert.
Nach 24 stiindiger Behandlung sind bei allen fiinf Substanzen geringe Unterschiede zur Kontrolle zu
sehen. Am wirksamsten zeigten sich sie Substanzen 5 und 10 mit einer Zunahme der spat apoptotischen
Zellen auf 25 % (Steigerung von 7 %) bei Verbindung 10 und einer Zunahme der spat apoptotischen
Zellen auf 30 % (Steigerung von 11 %) bei der Behandlung mit 5. Erst nach einer Inkubationszeit von
48 Stunden zeigen sich auch deutliche Unterscheide bei der Behandlung mit dem Borkenextrakt der
Platane. Hier ist eine VVerschiebung der Prozentzahlen von urspriinglich 80 % vitalen Zellen (nach 24 h
Behandlung) hin zu 40 % vitalen Zellen nach 48 Stunden Behandlung zu sehen. Auch bei 5 steigt der
Anteil an spéat apopototischen Zellen nach 48 Stunden signifikant an. So liegen nach 48 Stunden 41 %
der Zellen, und somit fast die Halfte, im spat apoptotischen Bereich. Bei 10 zeigt sich eine &hnliche
Verteilung der Zellen, mit fast 50 % spat apoptotischen Zellen. Die schwachste Wirkung wurde bei der
Behandlung mit NVX-207 und Betulinsédure hervorgerufen. Hier befindet sich nach einer
Behandlungsdauer von 48 Stunden bei beiden Substanzen der grofite Anteil, mit 60 % der Zellen, als
vitale Zellen. Anders als bei der equinen Melanomzelllinie MelDuWi, wurden keine genaueren
Zelltotuntersuchungen nach 72 Stunden Behandlungsdauer durchgefiihrt, da der Anteil an apoptotischen
Zellen in der Kontrolle zu hoch und die daraus folgende Untersuchung der behandelten Zellen nicht
mehr aussagekréftig war. Abschlielend konnte bei der Untersuchung der equinen Sarkoidzellen SRGO2
festgestellt werden, dass diese deutlich sensitiver auf die Behandlung mit dem Borkenextrakt und 10
reagieren, dieser Effekt jedoch bei der Behandlung der equinen Melanomzellen ausgeblieben ist. Da
nicht nur die Wirkung der Substanzen auf die einzelnen equinen Tumorzelllinien betrachtet werden
sollte, sondern auch eine Aussage Uber die Selektivitat von Bedeutung ist, wurde der AnnexinV-Assay
ebenfalls an einer equinen Normalzelllinie (Fibroblasten) mit den Substanzen Betulinsdure, dem
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Borkenextrakt der Platane, NVX-207, 5 und 10 nach 24 Stunden und 48 Stunden Behandlungsdauer
durchgefihrt. Die Aufteilung der Zellen ist in Abbildung 64 dargestellt. Wie schon bei den beiden zuvor
beschriebenen Zelllinien MelDuWi und sRGO2, liegen bei der PriFri2 erwartungsgemél 80 % der
Kontrollzellen als lebende Zellen vor. Nach 24 Stunden zeigt sich auch bei dieser Zelllinie NV X-207
als sehr wirksam mit noch rund 50 % vitalen, 10 % friih apoptotischen und 38 % spat apoptotisch Zellen.
Eine noch starkere Wirkung zeigt Betulinsaure nach 24 Stunden mit weniger als 25 % lebenden Zellen
und einer Verschiebung dieser in den spéat apoptotisch Bereich (mit 62 %). Eine weniger ausgepragte
Wirkung zeigte hingegen die Behandlung mit 5, 10 und das Borkenextrakt der Platane mit Lebensraten
von ca. 70 %.
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Abbildung 64. Graphische Darstellung der AnnexinV-Analyse der Zelllinie PriFri2 nach einer Behandlungsdauer
von 24 Stunden (links) und 48 Stunden (rechts) mit BS (Betulinsaure), NVX-207, dem Borkenextrakt der Platane
(Extrakt), 10 und 5 (Betulinyl-3,28-0,0°-disulfamat). Fiir die Behandlung wurde die doppelte ICso-Konzentration
verwendet. Gezeigt sind die Mittelwerte aus zwei unabhangigen biologischen Replikaten.

Eine deutliche Anderung ist allerdings nach 48 Stunden nach Zugabe von 5 zu den Fibroblasten zu
vernehmen, von urspringlich rund 70 % lebenden Zellen und 22 % spét apoptotisch Zellen hin zu 33 %
lebenden und 54 % spat apoptotisch Zellen. Den groRten Effekt zeigte auch nach 48 Stunden eine
Behandlung mit Betulinsdure und NVX-207. Hier sinkt der Anteil lebender Zellen auf 12 % bei NVX-
207 und sogar auf nur noch 2 % bei Betulinsdure. Bei der Behandlung mit Verbindung 10 wird der
Unterscheid erst bei dem Vergleich mit den zuvor untersuchten equinen Melanom- und Sarkoidzellen
deutlich. Liegt der Anteil an apoptotische Zellen bei den Melanomzellen bei tiber 80 % (72 Stunden)
und den Sarkoidzellen bei Gber 50 %, so sind nur ca. 34 % der Normalzellen nicht mehr vital. Dies
deutet nach den ersten Untersuchungen auf eine limitierte Selektivitdt der Verbindung 10 hin, jedoch
sind weitere Methoden nétig, um diese Wirkung zu bestétigen. Zuvor soll, wie schon bei den zuvor
durchgefuhrten Zytotoxizitatstest, einen Vergleich zur Humanmedizin durchgefiihrt werden. Dazu
wurde die humane Melanomzelllinie A375 mitgefuhrt und alle zuvor durchgefuhrten Behandlungen
analog der equinen Zellen durchgefuhrt. Ein weiterer Grund flr das Mitfuhren dieser Zelllinie war die
Handhabbarkeit. So kam es auf Grund ihrer Robustheit kaum zu friih oder spét apoptotische Zellen nach
Durchlaufen der Methode in der Kontrolle. Die Aufteilung der Zellen ist in Abbildung 65 dargestelt.
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Abbildung 65. Graphische Darstellung der AnnexinV-Analyse der humanen Zelllinie A375 nach einer
Behandlungsdauer von 24 Stunden (links) und 48 Stunden (rechts) mit BS (Betulinsdure), NVX-207, dem
Borkenextrakt der Platane (Extrakt), 10 und 5 (Betulinyl-3,28-O,0¢-disulfamat). Fir die Behandlung wurde die
doppelte ICso-Konzentration verwendet. Gezeigt sind die Mittelwerte aus zwei unabhédngigen biologischen
Replikaten.

Die Behandlung der humanen Zelllinie erfolgte ebenfalls mit der doppelten ICso-Konzentration. Die
humane Melanomzelllinie A375 wurden, anders als die equinen Melanomzellen (MelDuWi), nicht in
RPMI 1640 mit stabilem Glutamin, sondern in RPMI 1640 mit L-Glutamin kultiviert. Des Weiteren
handelt es sich bei der A375 um eine stark invasiv wachsende Zelllinie, sodass die eingesetzte Zellzahl
enorm reduziert werden musste. Wurden bei den equinen Zelllinien beispielsweise eine Zellzahl
zwischen 7.5 - 10° und 1 - 10° Zellen pro 25 cm? Zellkulturflasche ausgesét, so konnte bei der A375 eine
Zellzahl von 3 - 10° nicht Gberschritten werden, da bei Uberschreiten dieser Zellzahl die Kontrolle nach
48 Stunden Inkubationszeit begann, sich von der Wachstumsflache abzulésen. Bei der verwendeten
Zellzahl liegen erwartungsgemald (ber 85 % der Zellen sowohl nach 24 Stunden, als auch nach 48
Stunden im lebenden Bereich. Wie schon bei der Behandlung der equinen Zelllinien, zeigt sich auch bei
der Behandlung der humanen Melanomzelllinie A375 nach 24 Stunden der starkste Effekt bei NVX-
207 (lebend: 40.1 %, frih apoptotisch: 25.8 %, spét apoptotisch: 32 %), 10 (lebend: 46.7 %, friih
apoptotisch: 23.2 %, spat apoptotisch: 27.1 %) und 5 (lebend: 50.5 %, friih apoptotisch: 12.2 %, spat
apoptotisch: 32 %). Kaum bis keinen Einfluss zeigen hingegen die Behandlung mit Betulinsdure oder
dem Extrakt der Platanenborke nach einer Inkubationszeit von 24 Stunden. Auch nach einer
Behandlungsdauer von 48 Stunden zeigten sich die geringsten Effekte auf das Ausldsen von Apoptose
durch die Behandlung mit Betulinsdure und dem Borkenextrakt der Platane mit 50 % - 70 % vitalen
Zellen in den untersuchten Proben. Nach 48 Stunden Inkubation mit NV X-207 (lebend: 13.5 %, frih
apoptotisch: 25 %, spéat poptotisch: 60 %), 10 (lebend: 22.4 %, friih apoptotisch: 23 %, spat apoptotisch:
52 %) und 5 (lebend: 21 %, friih apoptotisch: 29 %, spat apoptotisch: 44 %) ist eine deutliche Induktion
von Apoptose festzustellen. Nach Untersuchung der Apoptoseinduktion mittels dem AnnexinV-Assay
der unterschiedlichen Zelllinien konnte gezeigt werden, dass schon nach einer Behandlungsdauer von
48 Stunden bei den meisten eingesetzten Wirkstoffen Apoptose ausgeldst wird. Dabei am wirksamsten
erwies sich die Behandlung mit NVX-207. Den schwéchsten Effekt erzielte die Behandlung mit dem
Borkenextrakt der Platane, welche neben der geringen apoptotischen Wirkung auch vermehrt Nekrose
ausloste.

4.2.2.2 Caspase 3-Assay

Ein weiterer Nachweis fur das Auslésen von Apoptose durch Behandlung der Zellen mit Betulinsdure
und dessen Derivaten ist die Messung der Aktivitat von Caspase 3. Die Aktivierung der Apoptose kann,
wie im ersten Teil dieser Arbeit beschrieben, Giber zwei verschiedene Wege erfolgen, dem intrinsischen
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und dem extrinsischen Weg. Caspase 3 steht am Ende beider Aktivierungswege und soll aus diesem
Grund genauer untersucht werden. Ausgehend vom intrinsischen Weg, wird die inaktive ProCaspase 3
mit Hilfe von Cytochrom C, welches selbst erst nach Bindung an ein Adapterprotein Apaf-1 ,,apoptotic
protease-activating factor 1 und der Caspase 9 aktiv vorliegt, aktiviert. Die Aktivitdt von Caspase 3
kann mit Hilfe eines Inhibitors (DEVD-FMK), funktionalisiert mit dem Farbstoff FITC, gemessen
werden. Der Assay beruht darauf, dass ein fur eine Caspase spezifischer Inhibitor zu den Zellen gegeben
wird, welcher nur im Zentrum aktiver Caspasen binden kann. Aufgrund des gebundenen Farbstoffes
kann anhand der Fluoreszenzintensitat zwischen Caspase 3 aktiven und inaktiven (vitalen) Zellen
unterschieden werden. Durchgefuhrt wurde der Caspase 3-Assay an der equinen Melanomzelllinie
MelDuWi, da diese Zelllinie im Fokus bei der Entwicklung eines topischen Systems zur Behandlung
von Hautkrebs bei Pferden stand. Fiir die Untersuchung wurden die zuvor schon beschrieben Substanzen
(Betulinséure, dem Borkenextrakt der Platane, NVX-207, 5 und 10) nach einer Inkubationszeit von 24,
48 und 72 Stunden und der doppelten inhibitorischen Konzentration (in pM) untersucht.
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Abbildung 66. Graphische Darstellung der Ergebnisse des Caspase 3-Assays der equinen Melanomzelllinie
MelDuWi nach einer Behandlungsdauer von 24 Stunden (links), 48 Stunden (Mitte) und 72 Stunden (rechts) mit
BS (Betulinsdure), NVX-207, dem Borkenextrakt der Platane (Extrakt), 10 und 5 (Betulinyl-3,28-O,0°-
disulfamat). Flr die Behandlung wurde die doppelte 1Cso-Konzentration verwendet. Gezeigt sind die Mittelwerte
aus zwei unabhéngigen biologischen Replikaten.

Bei der Untersuchung der Caspase 3-Aktivitat wurde eine mit Ethanol (5 v%) behandelte Probe als
Positivkontrolle mitgefiihrt. Bei dieser zeigten bereits nach einer Dauer von 24 Stunden mehr als 65 %
der Zellen eine Aktivitét der Caspase 3, nach 48 und 72 Stunden liegt die Anzahl der Caspase 3-aktiven
Zellen sogar bei tiber 95 %. Bei der unbehandelten Kontrolle liegen im Gegensatz dazu mehr als 90 %
der untersuchten Zellen als vitale und nur ca. 5% als Caspase 3-aktive Zellen vor. Neben der
Positivkontrolle weist einzig die Behandlung mit NVX-207 nach einer Behandlungsdauer von
24 Stunden ein Effekt auf die Zellverteilung auf. Konnten in der Kontrolle tber 90 % lebende Zellen
gemessen werden, so sind nach der Behandlung mit NV X-207 nur noch rund 45 % der Zellen vital. Wie
schon bei dem zuvor durchgefiihrten AnnexinV-Assay, konnten bei der Zelllinie MelDuWi &hnliche
Ergebnisse gezeigt werden. Vergleicht man diese Ergebnisse mit denen des Caspase 3-Assays, so hat
die Behandlung mit 5, Betulinsaure, dem Extrakt der Platanenrinde und Verbindung 10 nach 24 Stunden
nur eine eingeschrénkte Wirkung auf die Vitalitat der behandelten Zellen. Eine effektive apoptotische
Wirkung von 5 konnte auch bei anderen Versuchen erst nach 48 Stunden Behandlungsdauer gezeigt
werden. So liegen die Zellen nach einer 48-stiindigen Behandlung mit 5 zu 63 % apoptotisch und nur
noch zu 36 % als vitale Zellen vor. Ahnlich gute Effekte sind nach identischer Behandlungszeit mit
Betulinsdure festzustellen. Hier liegen rund 42 % der Zellen apoptotisch, mit aktiver Caspase 3, und
58 % vital vor. Die effektivste Wirkung konnte jedoch auch nach 48 Stunden mit NV X-207 (11 % vital;
89 % Caspase 3 aktiv) nachgewiesen werden. Anders ist dies bei Behandlung mit Verbindung 10, mit
20 % Caspase 3 aktiven Zellen zeigt Verbindung 10 eine maRige Wirkung nach 48 Stunden Behandlung,
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ebenfalls gezeigt wurde dieser Effekt auch bei weiteren Zelltoduntersuchungen, wie dem AnnexinV-
Assay, der Zellzyklusanalyse und dem TUNEL-Assay (beide letztgenannten sollen im Nachfolgenden
noch ausfihrlich diskutiert werden). Lediglich das Borkenextrakt der Platane zeigt auch nach
48 Stunden noch unwesentliche Veranderungen zur mitgefiihrten unbehandelten Kontrolle. Dies andert
sich auch nach einer Behandlungsdauer von 72 Stunden kaum mit ca. 14 % Caspase 3-aktiven Zellen.
Im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle lagen bei dieser nach 72 Stunden rund 8 % der Zellen mit
aktiver Caspase 3 vor. Dies entspricht einer Zunahme von 6 % Caspase 3-aktiver Zellen. Eine
erstaunliche Wirkung zeigt hingegen NV X-207 auch nach 72 Stunden mit einer erneuten Zunahme von
10 % Caspase 3-aktiver Zellen, sodass gerade noch 2 % der Zellen keine Caspase 3-Aktivitat aufweisen
(98 % apoptotisch). Neben dieser Substanz zeigt auch 5 eine berzeugende Wirkung gegeniiber den
verwendeten equinen Melanomzellen mit 88 % apoptotischen und restlichen 12 % vitalen Zellen. Auch
Verbindung 10 und Betulinsdure wirken sich positiv auf das Einsetzen von Apoptose aus, mit nur noch
ca. 50 % Vitalitdt der untersuchten Zellen. Um diesen Verlauf einmal in Form der gemessenen
Histogramme zu zeigen, sind ausgewdahlte Beispiele in Abbildung 67 im zeitlichen Verlauf von
24 Stunden, 48 Stunden und 72 Stunden dargestellt.
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Abbildung 67. Beispielhafte Darstellung der gemessenen Histogramme (links) und Dotplots (rechts) vom Caspase
3-Assay, gemessen an der equinen Melanomzelllinie MelDuWi nach einer Behandlungsdauer von a) 24 Stunden,
b) 48 Stunden und c) 72 Stunden mit BS (Betulinsaure), NVX-207 und der Positivkontrolle Ethanol (5%). Gezeigt
wird eine von 2 gemessenen biologischen Replikaten.

Zu sehen sind auf der linken Seite von Abbildung 67 die gemessenen Histogramme (gemessene Zellzahl
gegen die FITC-Fluoreszenzintensitat) und rechts die dazugehdren Dotplots (Fluoreszenzintensitét-
Flache gegen Fluoreszenzintensitat-Hohe) mit zwei sehr gut abtrennbaren Populationen (Zellen ohne
Caspase 3-Aktivitat (untere Population) und Zellen mit Caspase 3-Aktivitat (obere Population)).
AuRerdem sind die Untersuchungen nach 3 unterschiedlichen Zeitpunkten, nach 24 Stunden, 48 Stunden
und 72 Stunden, gezeigt. Fir eine bessere Uberschaubarkeit sollen zudem nur ausgewdahlte Beispiele
gezeigt werden. Hierfir wurde zum einen die unbehandelte Kontrolle und die Positivkontrolle mit
Ethanol gewahlt, da hier ein sehr deutlicher Unterschied zwischen vitalen und apoptotischen Zellen zu
sehen. Auch ist bei Ethanol schon nach 24 Stunden Behandlungsdauer ein sehr starker Effekt zu
erkennen ist. Desweitern ist NV X-207 gezeigt, da dieser Wirkstoff die vielversprechendsten Ergebnisse
lieferte. Es ist so sehr gut erkennbar, dass nach 24 Stunden ein Verhaltnis von ca. 40 % vitalen und 60 %
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apoptotischen Zellen vorliegt, da eine Zellpopulation deutlich kleinere Fluoreszenzintensitéten aufweist.
Schon nach 48 Stunden Behandlungsdauer ist eine komplette Verschiebung der Zellen zu h6heren
Fluoreszenzintensitaten mit Gber 95 % apoptotischen Zellen messbar. Bei der zweiten gezeigten
Substanz, der Behandlung mit Betulinséaure, ist der Verlauf deutlich langsamer. So sieht man nach
24 Stunden den groRten Teil der Zellen in Kkleinen Fluoreszenzbereichen und nur eine minimale
Zunahme dieser. Nach 48 Stunden ist sehr gut zu erkennen, dass die Anzahl der Zellen mit sehr kleiner
Fluoreszenzintensitait zum gleichen Teil abnimmt, wie die Anzahl an Zellen mit hoherer
Fluoreszenzintensitat zunimmt, bis zum Erreichen einer Gleichverteilung nach 72 Stunden. Wirde man
den Verlauf bei Betulinséure fiir weitere 24 Stunden verfolgen, so kdnnte man einen vollstandigen
Ubergang der vitalen Zellen zu héheren Fluoreszenzintensitaten (apoptotischen Zellen) beobachten.
AbschlieBend konnte bei allen eingesetzten Substanzen spétestens nach 72 Stunden Behandlungsdauer
ein Anstieg von Caspase 3 beobachtet werden. Den starksten Effekt zeigte dabei NV X-207, jedoch war
ebenfalls die Behandlung mit Betulinsdure, 5 und Verbindung 10 sehr Giberzeugend. Als einen weiteren
Angriffspunkt fir den Nachweis von Apoptose soll im nachfolgenden Teil dieser Arbeit auf die DNA-
Fragmentierung eingegangen werden.

4.2.2.3 DNA-Fragmentierung mittels TUNEL-Assay

Weiterhin ist bekannt, dass die morphologisch sichtbare Fragmentierung der DNA durch ein Substrat
der Caspase 3 ausgelost wird.?%®21 Das Enzym, das fir die apoptotische DNA-Fragmentierung
verantwortlich ist, ist die Caspase-Activated DNase (CAD). CAD wird normalerweise durch ein zweites
Protein, dem Inhibitor der Caspase Activated DNase (ICAD), gehemmt. Nach Einleitung des
programmierten Zelltods spaltet der apoptotische Effektor, Caspase 3, ICAD und bewirkt so, dass CAD
aktiviert wird und es zur Fragmentierung der DNA kommt. In intakten eukaryotischen Zellen liegt das
Erbgut als groBes Genom im Zellkern, aufgeteilt in einzelne Chromosomen, vor. Diese bestehen
wiederum aus Nukleosomen, welche einer Spule dhneln, bei der sich die DNA um einen Proteinkomplex
wickelt. Um diesen Proteinkomplex, bestehend aus acht einzelnen Histonen, ist die DNA etwa 1,65-mal
gewickelt, was einer Lange von etwa 146 Basenpaaren?? entspricht. Zwischen zwei solchen
benachbarten Nukleosomen liegt ein weiteres Histon, umwickelt von DNA, welche auch Linker-DNA
genannt wird. Zur Veranschaulichung ist dies in Abbildung 68a dargestellt.
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Abbildung 68. a) Struktur des Chromatins mit den Nukleosomen als Untereinheiten. Jedes Nukleosom ist tiber
eine Linker-DNA miteinander verbunden. b) Beginn der Fragmentierung mit 50-300 kbp c) nach vollstandiger
Fragmentierung findet eine Trennung der Nukleosomen in Fragmente mit einer Lange von ca. 180 bp statt.
Abbildung modifiziert aus?*2.

Kommt es durch Alterungsprozessen, veranderten Umwelteinflissen oder durch Behandlung mit
zytotoxischen Substanzen zur Einleitung von Apoptose, beginnt die Zelle Apoptose-spezifische
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Proteasen, die oben genannten Caspasen, auszuschltten. Man unterscheidet dabei zwischen zwei
Gruppen, zum einen gibt es die Initiatorcaspasen (Caspase -2, -8, -9 und Caspase 10) welche mafgeblich
fiir den extrinsischen Weg sind, und die Effektorcaspasen. Hierzu gehdren die Caspasen 3, 6 und 7,
welche charakteristisch fiir den intrinsischen Weg sind. Zu Beginn des programmierten Zelltods beginnt
die DNA-Spaltung mit Fragmenten von rund 50 — 300 kbp oder ganzzahligen Vielfachen?®. Im
Anschluss daran kommt es zur Spaltung einzelner DNA-Fragmente mit einer GréRe von rund 180 bp,
welche genau dem Umfang der DNA um einem Histonoctamer und der dazwischen liegenden Linker-
DNA entspricht. Eine solche Fragmentierung kann mit Hilfe unterschiedlicher Methoden nachgewiesen
werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Kondensation des Zellkerns und die damit verbundene
DNA-Fragmentierung mittels TUNEL-Assay untersucht.

Die Induktion von Apoptose nach Behandlung der equinen Zellen mit den Substanzen Betulinsdure,
dem Borkenextrakt der Platane, NVX-207, 5 und 10 konnte erfolgreich anhand der Bindung von FITC-
gelabelten AnnexinV an nach auen verlagerten Phoshatidylserin gezeigt werden. Wie schon zuvor
beschrieben kommt es bei der Einleitung von Apoptose neben der Umverteilung des Phoshatidylserin
in der Zellmembran auch zur Fragmentierung der DNA. Der Begriff TUNEL, abgeleitet von TdT-
mediated dUTP-biotin nick end labeling, bezeichnet eine Methode zur Kennzeichnung vorhandener
Doppelstrangbriiche der DNA, welche bei der Fragmentierung entstehen. Dabei nutzt man TdT, die
terminale Desoxyribonukleotidyl-transferase, ein Enzym, welches in der Lage ist die 3-Hydroyl-
Endruppen der Doppelstrangbriiche durch Bindung von bromodeoxyuridine triphosphate (Br-dUTP) zu
markieren. Im zweiten Schritt kann ein passender Antikorper (antiBrdU), gelabelt mit dem
Fluoreszenzfarbstoff FITC, an das zuvor angebrachte Br-dUTP gekniipft werden. Zu sehen ist die
vereinfachte Darstellung dieses Prinzips in Abbildung 69.
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Abbildung 69. Vereinfachte Darstellung des Prinzips des TUNEL-Assays. TdT-mediated dUTP-biotin nick end
labeling ist eine Methode zum Nachweis der DNA-Fragmentierung durch Kennzeichnung der 3-Hydroxyl-
Endgruppen, welche das Ergebnis von DNA-Doppelstrangbriichen bei Eintritt der Apoptose sind.

Mit Hilfe dieser Methode kann die Fluoreszenzintensitdt in Abhadngigkeit der gebundenen
Farbstoffmolekiile an den vorhandenen Doppelstrangbriichen am Durchflusszytometer gemessen
werden. Ergénzend dazu ist zudem die optische Darstellung der markierten Doppelstrangbriiche mittels
Fluoreszenzmikroskopie moglich. Wie schon bei dem zuvor beschrieben Caspase 3-Assay wurde bei
dem TUNEL-Assay ausschlielich die equine Melanomzelllinie MelDuWi verwendet, da diese Zelllinie
im Fokus bei der Entwicklung eines topischen Systems zur Behandlung von Hautkrebs bei Pferden
stand. Fur die Untersuchung wurden die zuvor schon beschrieben Substanzen Betulinsdure, das
Borkenextrakt der Platane, NVVX-207, 5 und 10 nach einer Inkubationszeiten von 24, 48 und 72 Stunden
untersucht. Als Positivkontrolle wurde auch bei diesem Versuch Ethanol (5 v%) eingesetzt, da diese
Substanz eine sehr gute apoptotische Wirkung bei den zuvor beschriebenen Zelltoduntersuchungen
gezeigt hat. Die mitgefihrte unbehandelte Kontrolle zeigt erwartungsgemalR nach allen drei
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Behandlungszeitpunkten sehr gute Ergebnisse mit tber 95 % vitalen Zellen. Einzig die Positivkontrolle
(Ethanol) und die Behandlung mit NVX-207 zeigen nach 24 Stunden eine signifikante apoptotische
Wirkung auf die equinen Melanomzellen. Im direkten Vergleich hat man nach 24 Stunden noch rund
25 % vitale und 74 % apoptotische Zellen bei der Behandlung mit NV X-207 und ca. 28,5 % vitale und
rund 72 % apoptotische Zellen in der Positivkontrolle.
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Abbildung 70. Graphische Darstellung der Ergebnisse des TUNEL-Assays der equinen Melanomzelllinie
MelDuWi nach einer Behandlungsdauer von 24 Stunden (links), 48 Stunden (Mitte) und 72 Stunden (rechts) mit
BS (Betulinséure), NVX-207, dem Borkenextrakt der Platane (Extrakt), 10 und 5 (Betulinyl-3,28-O,0°-
disulfamat). Fur die Behandlung wurde die doppelte ICso-Konzentration verwendet. Gezeigt sind die Mittelwerte
aus zwei unabhéngigen biologischen Replikaten.

Einen eher schwachen Effekt zeigt hingegen 5 mit 7.4 % apoptotischen Zellen und verbleibenden 92 %
vitalen Zellen. Dieses Ergebnis deckt sich sehr gut mit den Ergebnissen der Caspase 3- und AnnexinV-
Assays ab, wobei 5 nach Durchfihrung des AnnexinV-Assays einen stdrkeren Einfluss auf die
Umlagerung des Phosphatidylserins zeigt. Eine Anderung zeigt sich allerdings nach einer
Behandlungsdauer von 48 Stunden. Hier ist sowohl bei NVX-207, als auch bei 5 einen erheblichen
Einfluss auf das Zelliiberleben mit rund 83 % apoptotischen und nur noch rund 17 % vitalen Zellen zu
erkennen. Auch ist die Behandlung mit Betulinsaure und Verbindung 10 wesentlich effektiver, sodass
hier bei beiden Wirkstoffen rund 20 % der Zellen Doppelstrangbriiche aufweisen, welche auf Apoptose
schlielen lassen. Den schwachsten Effekt zeigt auch nach 48 Stunden des Borkenextrakt der Platane
mit nur rund 7 % apoptotischen Zellen. Wie schon bei den zuvor durchgefiihrten Tests, ist auch bei dem
TUNEL-Assay nach 72 Stunden der grofite Effekt zu erkennen, sodass neben der Ethanolbehandlung
sowohl bei NV X-207, Betulinsdure und 5 bei iber 90 % der Zellen Apoptose nachweisbar ist. AuBerdem
ist zu erkennen, dass auch nach 72 Stunden nur ein minimaler Anstieg an apoptotischen Zellen nach der
Behandlung mit dem Borkenextrakt stattgefunden hat. Der Unterschied zur 48 Stunden Behandlung
betragt gerade einmal 1,7 % (von 6,9 % auf 8,6 %). Ein ahnlicher Verlauf ist bei der Behandlung mit
Substanz 10 zu beobachten. Auch hier ist kein groRBer Unterschied zu einer Behandlung von 48 Stunden
zu erkennen. Da die Fragmentierung der DNA nur einer von vielen Merkmalen der Apoptose ist, zeigt
diese Untersuchung lediglich, dass eine Fragmentierung der DNA in kleinere Bruchstiicke durch die
Behandlung mit Verbindung 10 nicht stattfindet. Andere Untersuchungsmethoden konnten jedoch
deutlich zeigen, dass es nach Behandlung mit Verbindung 10 zur Umlagerung der Zellmembran und der
damit verbundenen Umlagerung von Phosphaditylserin kommt. Auch mit dieser Methode konnte
gezeigt werden, dass es durch eine Behandlung mit allen fiinf verwendeten Substanzen mdglich ist,
Apoptose auszulésen und erfolgreich nachzuweise. Lediglich bei der Behandlung mit dem
Borkenextrakt der Platane wdére eine zusétzliche Untersuchung nach weiteren 24 Stunden hilfreich
gewesen.
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4.2.2.4  Zellzyklusanalyse

Verénderungen im Erbgut und daraus folgende Mutationen, die sich auf die Ausbildung von Tumoren
auswirken konnen, treten wahrend des Proliferationsvorgangs in der Zelle auf. Dieser VVorgang, auch
Zellzyklus genannt, ist in Abbildung 71 schematisch gezeigt. Dargestellt sind die vier definierten, durch
Kontrollpunkte voneinander abgegrenzten Phasen (als Gi-, S-, G2- und M-Phase bezeichnet). Eine
humane Zellen durchlauft alle vier Phasen in ca. 20 Stunden.?** Beginnend mit einem einfachen
Chromosomensatz, erreicht eine profilierende Zellen nach etwas 10 Stunden den Gi-Kontrollpunkt. Nur
bei glnstigen Umweltbedingungen, einer ausreichende Zellgréfle und dem Vorhandensein von
unbeschadigter DNA ist ein Ubergang der Zelle aus der G;-Phase in die S-Phase mittels Regulierung
von Cyclin abhangigen Kinasen?*> maglich. Nach Eintritt in die S-Phase kommt es zur Verdopplung des
DNA-Gehaltes (Replikation der vorhandenen DNA). In dieser Phase verweilt eine humane Zelle ca.
6 Stunden, bevor sie in die zweite Interphase, G,-Phase genannt, Ubertritt. Hier kommt es zu einer
aquatorialen Anordnung der Chromosomen. Mdglich wird diese feste Anordnung durch die Bindung
der Chromatiden (ber ein Centromer, gebunden durch das sich an dieser Stelle befindliche Cohasin, ein
Proteinkomplex, welches die beiden Chromatiden an das Centromer binden. Es erfolgt im Anschluss
daran ein zweiter Kontrollpunkt, welcher einen Ubergang der Zellen in die Mitose-Phase (M-Phase) nur
dann ermdglicht, wenn die gesamte DNA erfolgreich repliziert wurde und die Ausrichtung dieser in der
Aquatorialebene stattgefunden hat. In der Mitose-Phase kommt es nun zur Teilung zwei Vvollig
identischer Genome, welche die gebildete Mutterzelle enthalten, und dem Entstehen zweier
Tochterzellen. Dies geschieht durch Aktivierung eines weiteren Enzyms, der Separase, welche erst nach
Zersetzung des inhibierenden Securins in der Lage ist, die durch das Cohé&sin gebildeten Bindungen zu
spalten?'®, Bei Veranderung duRerer Einfliisse, beispielsweise durch Behandlung mit Zytostatika, kann
die neu gebildete Zelle direkt in den Go-Zustand, dem Wachstumsarrest, Gberfiihrt werden oder an den
bekannten Kontrollpunkten der programmierte Zelltod, die Apoptose, eingeleitet werden.

Eintritt in die M-Phase Ausgang aus der Mitose
Wourde die gesamte DNA verdoppelt? Sind alfe Chromosomen an Spindel

Sind alfe Chromosomen in der Aquatorialebene jo} :_ angeordnet und ist die DNA unbeschddigt?
angeordnet? < 2 E=3
>
° Gg-Phase
o *
-0 ase
G,-Phase G,-Phase
Eintritt in die S-Phase
Sind die gegebenen Umwelteinflisse giinstig?
S-Phase
o o

Abbildung 71. Gezeigt ist die schematische Darstellung des Zellzykluses mit den vier definierten, voneinander
abgegrenzten Phasen der Zellproliferation und dem dazugehdrigen Status einer eukaryotischen Zelle.

Die Messung der Verteilung der Zellen im Zellzyklus weist bei einer Mischung aus lebenden und
apoptotischen  Zellen neben den erkennbaren Phasen Go beziehungsweise G: (einfacher
Chromosomensatz, langste Phase), Synthesephase (flieBend ansteigender Chromosomensatz von
einfach auf doppelt) und G2- und M-Phase (doppelter Chromosomensatz) eine Population apoptotischer
(oder nekrotischer) Zellen auf mit weniger als dem einfachen Chromosomensatz. Flr die Messung
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werden die Zellen in Ethanol fixiert und mit Propidiumiodid gefarbt. Bei einer eintretenden Apoptose
kommt es zur Chromatinkondensation und Fragmentation der DNA. Durch die Fixierung der Zellen mit
Ethanol kommt es zur Permeabilisierung der Zellmembran und somit zum Verlust kleinerer DNA-
Fragmente, sodass apoptotische Zellen weniger als den einfachen Chrmosomensatz beinhalten.
Angesichts der unterschiedlichen Mengen an DNA in den Zellen und der proportionalen Bindung von
Pl an die DNA, kann anhand der unterschiedlichen Fluoreszenzintensititen auf die Verteilung der Zellen
in den jeweiligen Phasen des Zellzyklus geschlossen werden. Bestimmt wurde der Gehalt der DNA mit
Hilfe einer DNA-Histogramm-Auftragung. Der Verlust von DNA flhrt zu einer geringeren
Fluoreszenzintensitat und somit zur Verschiebung des Peaks im DNA-Histogramm. Die Analyse wurde,
wie auch bei dem AnnexinV-Assay, sowohl an den drei equinen Zelllinien MelDuWi, sSRGO2 und
PriFri2, als auch zum Vergleich an der humanen Zelllinie A375 durchgefiihrt. Die Behandlung der
Zellen mit den Substanzen Betulinsaure, dem Borkenextrakt der Platane, NV X-207, 5 und 10 erfolgte
fiir 24 Stunden und 48 Stunden (fur die Zelllinie MelDuWi wurde dieser Versuch auch nach 72 Stunden
Behandlungsdauer durchgefiihrt) mit der doppelten ICso-Konzentration (in uM). AuBerdem wurde fir
jeden Zeitpunkt und Zelllinie eine unbehandelte Kontrolle mitgefuhrt. In der unbehandelten Kontrolle
befinden sich sowohl nach 24 Stunden, als auch nach 48 Stunden und 72 Stunden Behandlungsdauer
erwartungsgeman 70 % der Zellen in der Gi-Phase und rund 30 % der Zellen in der Synthese-Phase. Bei
der Behandlung der equinen Melanomzelllinie MelDuWi zeigten sich erst nach einer Zeit von
48 Stunden signifikante Unterschiede zur unbehandelten Kontrolle, wie in Abbildung 72 zu sehen ist.

nach 24 h Behandlungsdauer nach 48 h Behandlungsdauer nach 72 h Behandlungsdauer
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Abbildung 72. Graphische Darstellung der Zellzyklusanalyse der equinen Melanomzelllinie MelDuWi nach einer
Behandlungsdauer von 24 Stunden (links), 48 Stunden (Mitte) und 72 Stunden (rechts) mit BS (Betulinsaure),
NVX-207, dem Borkenextrakt der Platane (Extrakt), 10 und 5 (Betulinyl-3,28-O,0°¢-disulfamat). Fir die
Behandlung wurde die doppelte 1Cso-Konzentration verwendet. Gezeigt sind die Mittelwerte aus 2 unabhéngigen
biologischen Replikaten.

Eine &hnliche Verteilung zeigt sich nach der Behandlung mit Verbindung 10, Betulinsdure und dem
Extrakt der Platenenborke nach 24 Stunden (G1/Go: 70-80 %, S: 20-30 %). Bei der Behandlung mit
NV X-207 zeigte sich hingegen eine Verschiebung der Zellpopulation aus der S-Phase in die G;-Phase
und eine geringe Zunahme apoptotischer Zellen in der SubG;-Phase (G1/Go: 77.4 %, S: 14,4 % SubG;:
7,1 %). Auch bei der Behandlung mit 5 fand eine Abnahme der Zellen aus der Synthese-Phase mit einer
Zunahme hin zu der Gi/Go-Phase statt (Gi/Go: 84,8 %, S:12,4% SubGi: 2,3%). Nach einer
Behandlungsdauer von 48 Stunden ist eine deutliche Zunahme des SubGi-Peaks bei den Verbindungen
5 und NV X-207 detektierbar. Mit einem Anteil von 60,2 % Zellen in der SubG;-Phase ist die Wirkung
von NVX-207 am hdchsten. Zudem ist eine Abnahme der Zellen aus der S-Phase (Kontrolle: 26,8 %,
NVX-207: 12,9 %) auffallend. Ahnlich aktiv zeigte sich die Behandlung mit 5 mit einer Zunahme des
SubG;-Peaks auf bis zu 43,8 % und einer Abnahme der Zellen aus der S-Phase (Kontrolle: 26,8 %,
NVX-207: 7,6 %). Die Behandlung mit Betulinsdure zeigte ebenfalls eine maRige Verdnderung des
SubG;-Peaks (Kontrolle: 1,1 %, NVX-207: 19,4 %). Da nach einer Behandlungsdauer von 48 Stunden
eine Tendenz der untersuchten Verbindungen zu sehen war, wurde die Zellzyklusanalyse ebenfalls nach
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einer Behandlungsdauer von 72 Stunden durchgefuhrt. Die starkste Wirkung zeigt, wie schon nach
24 Stunden und 48 Stunden, die Behandlung mit NVX-207 mit einem Anstiegt des SubG;-Peaks auf
91 % und einer Abnahme des Gi-Peaks auf nur noch 9 %. Einen signifikanten Unterschied zu der
Untersuchung nach 48 Stunden zeigte Verbindung 10 nach einer Behandlungsdauer von 72 Stunden.
Aufgrund des Anstiegs des subG1-Peaks nach 72 Stunden (Kontrolle: 1 %, 10: 66,3 %) kommt es zu
einer Verringerung der Zellzahl in der G1/Go - Phase (Kontrolle: 47,2 %, 10: 32,1 %) und der S - Phase
(Kontrolle: 24,6 %, 10: 3, 5%). Als einzige Substanz zeigte die Behandlung mit dem Borkenextrakt auch
nach 72 Stunden sehr geringe Effekte. Ein vergleichbares Bild zeigt sich bei der Untersuchung der
equinen Sarkoidzellen. Die Zellzyklusverteilung der sRGO2-Zellen wird nach 24 Stunden und 48
Stunden Behandlung erwartungsgemaf von einem ausgepragten Anteil an Gi-Phase-Zellen dominiert,
mit (ber 70 %, die verbleibenden 30 % teilen sich in S- Phase (20 %) und M-Phase (10 %) auf . Deutlich
wird dies in Abbildung 73.

nach 24 h Behandlungsdauer nach 48 h Behandlungsdauer
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Abbildung 73. Graphische Darstellung der Zellzyklusanalyse der equinen Sarkoidzelllinie SRGO2 nach einer
Behandlungsdauer von 24 Stunden (links) und 48 Stunden (rechts) mit BS (Betulinsdure), NVX-207, dem
Borkenextrakt der Platane (Extrakt), 10 und 5 (Betulinyl-3,28-O,0¢-disulfamat). Fur die Behandlung wurde die
doppelte ICso-Konzentration verwendet. Gezeigt sind die Mittelwerte aus zwei unabhédngigen biologischen
Replikaten.

Eine &hnliche Verteilung der Zellen in den einzelnen Zellzyklusphasen zeigt sich sowohl nach
24 Stunden, als auch nach 48 Stunden Behandlung mit dem Extrakt der Platanenrinde, Betulinsdure und
dessen Derivat NVX-207 mit einer konsistenten Verteilung nach 24 Stunden mit (G1/Go: 70-80 %,
SubGi: 3 %; S: 10-20 %). Nach 48 Stunden verschieben sich lediglich die Zellen der S-Phase in die
G1/Go-Phase. Dies deutet darauf hin, dass die Zellen durch solch eine Behandlung in die Go-Phase (diese
wird auch als Ruhephase bezeichnet) lbergehen und dort nicht mehr proliferieren. Den stéarksten
Einfluss zeigen die Substanzen 5 und 10 auf die equinen Sarkiodzellen. Nach 24 Stunden Inkubation
mit 5 ist eine Zunahme der Zellen in der SubG;-Phase von 30 % festzustellen, bei der Behandlung mit
Verbindung 10 fand sogar eine Zunahme von 70 % statt. Zudem ist eine starke Reduktion der Zellen in
der S-Phase (Kontrolle: 20 %, DS: 10 %, 10: 1 %) und M-Phase von urspringlich 7 % in der Kontrolle
auf 0% bei beiden Behandlungen zu erkennen. Nach 48 Stunden ist die Wirkung der beiden
beschriebenen Wirkstoffe noch gréRer, sodass ein noch deutlicher Anstieg der Zellen in der SubG;-
Phase zu sehen ist (Kontrolle: 1%, DS: 50 %, 10: 75 %). Vergleich man an dieser Stelle equine
Melanomzellen mit equinen Sarkoidzellen, so kann gesagt werden, dass 5 als einzige der flnf
potentiellen Wirkstoffe eine Wirkung auf den Zellzyklu,s nach einer Behandlungszeit von 48 Stunden,
auf beide Zellarten besitzt, nach 72 Stunden tberzeugt jedoch auch Verbindung 10 mit der Wirkung auf
beide Zellarten. Die fir die Behandlung von equinen Melanomen zielgerichtete Substanz ist das NVX-
207, welches nach einer Behandlungszeit von 48 Stunden bei den equinen Sarkiodzellen nur eine
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eingeschrankte Wirkung (SubGi: 13 %) zeigt. Auf der anderen Seite zeigt Verbindung 10, mit sehr
vielversprechenden Ergebnissen bei den Sarkoidzellen, bei den Melanomen erst nach 72 Stunden einen
Effekt, jedoch nach dieser Behandlungszeit signifikante Unterschiede zur unbehandelten Kontrolle.
Sodass nach Vergleich dieser beiden Zellarten 5 und Verbindung 10 als potentielle Wirkstoffe fiir
weitere Untersuchungen sehr bedeutend sein koénnten. Noch vielversprechender zeigt sich die
Behandlung mit 5 und Verbindung 10 im Vergleich zu den equinen Fibroblasten (Normalzellen). Um
genauere Schlisse ber den Zelltodmechanismus und eventuell vorhandene Selektivitaten schlief3en zu
konnen, wurde die Zellzyklusanalyse ebenfalls an equinen Normalzellen durchgefiihrt.

nach 24 h Behandlungsdauer nach 48 h Behandlungsdauer
100% 100%
80% 80%
60% 60%
40% 40%
- A_I4J_AJ_Ll+-+ -
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B subG; G4/Gq S-Phase. m M-Phase

Abbildung 74. Graphische Darstellung der Zellzyklusanalyse der equinen Fibroblasten PriFri2 nach einer
Behandlungsdauer von 24 Stunden (links) und 48 Stunden (rechts) mit BS (Betulinsdure), NVX-207, dem
Borkenextrakt der Platane (Extrakt), 10 und 5 (Betulinyl-3,28-O,0¢-disulfamat). Fur die Behandlung wurde die
doppelte ICso-Konzentration verwendet. Gezeigt sind die Mittelwerte aus zwei unabhéngigen biologischen
Replikaten.

Auch bei der Normalzelllinie PriFri2 befindet sich, wie schon bei den zuvor beschrieben Zelllinien, der
grofte Anteil der Zellen sowohl nach 24 Stunden, als auch nach 48 Stunden in der G1/Go-Phase mit ca.
75 %. Nach 24 Stunden zeigen lediglich NVX-207 und Betulinséure eine Veranderung im Zellzyklus
(SubG; bei NV X-207: 30 % und BS: 15 %). Auch nach einer Behandlungsdauer von 48 Stunden zeigt
sich eine milde Wirkung auf die Normalzellen bei den Verbindungen 5 (SubGi: 12 %), dem Extrakt der
Platanenrinde (SubGi: 7 %) und Verbindung 10 (SubGi: 1%). Beim direkten Vergleich der
Zellverteilung und dem Anteil an apoptotischen Zellen der Normalzellen (Fibroblasten) und den
Sarkoidzellen nach 24 und 48 Stunden Behandlung mit Verbindung 10 féllt auf, dass diese nach 24
Stunden einen erheblichen Effekt auf das Zelllberleben von sarkoiden Zellen hat (SubGi: 70%),
Normalzellen jedoch unversehrt bleiben (SubGi: 1 %). Diese Selektivitat bleibt auch nach 48 Stunden
Behandlungsdauer bestehen. Dies bestatigt die zuvor getroffene Annahme nach Durchfiihrung des
AnnexinV-Assays, welcher schon gezeigt hat, dass Verbindung 10 eine selektive Wirkung auf equinen
Melanom- und Sarkoidzellen zeigt. Fir eine vollstdndige Betrachtung und den Vergleich zur
Humanmedizin, wurde die Zellzyklusanalyse, wie schon bei dem zuvor beschrieben Assays, an der
humanen Melanomzelllinie A375 durchgefiihrt. Die Behandlung erfolgte ebenfalls fir 24 und
48 Stunden mit den Substanzen Betulinsaure, dem Borkenextrakt der Platane, NVX-207, 5 und 10.
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Abbildung 75. Graphische Darstellung der Zellzyklusanalyse der humanen Melanomzelllinie A375 nach einer
Behandlungsdauer von 24 Stunden (links) und 48 Stunden (rechts) mit BS (Betulinsdure), NVX-207, dem
Borkenextrakt der Platane (Extrakt), 10 und 5 (Betulinyl-3,28-O,0¢-disulfamat). Fur die Behandlung wurde die
doppelte ICso-Konzentration verwendet. Gezeigt sind die Mittelwerte aus zwei unabhéngigen biologischen
Replikaten.

Wie auch bei den zuvor untersuchten equinen Zelllinien liegt der grofite Anteil der Zellen sowohl nach
24 Stunden, als auch nach 48 Stunden in der G1/Gg-Phase mit ca. 70 %. Die verbleibenden 30 % der
Zellen sind bei beiden Zeitpunkten und der S-Phase wiederzufinden. Auch bei der verwendeten
humanen Zelllinie zeigt NVX-207 den starksten apoptotischen Effekt, sodass nach 24 Stunden schon
rund 35 % der Zellen in der SubG;-Phase, 53 % in der G1/Go-Phase und nur noch 10 % der Zellen in der
S-Phase nachweisbar sind. Ahnlich gute Ergebnisse zeigte die Behandlung mit 5 nach der Dauer von
24 Stunden mit ca. 30 % Zellen in der SubG:-Phase, 60 % in der G1/Go-Phase und nur noch 9 % der
Zellen in der S-Phase. Einen weniger starken Effekt zeigte hingegen die Behandlung mit den
verbleibenden drei Substanzen Betulinsdure, dem Extrakt der Borkenrinde und Verbindung 10 mit
durchschnittlichen Anteilen von 10-20 % Zellen in der SubG:-Phase, 60 % in der G1/Go-Phase und rund
15-20 % der Zellen in der S-Phase. Eine Verschiebung der Zellen im Zellzyklus ist jedoch bei der
Behandlung mit allen funf Substanzen deutlich erkennbar. Dies wird nach einer Behandlungsdauer von
48 Stunden noch signifikanter. Den starksten Effekt zeigen die Behandlungen mit 5 von ca. 85 % der
Zellen in der SubG:-Phase, 1 % der Zellen in der S-Phase und verbleibenden 14 % in der G1/Go-Phase.
Eine dhnlich gute Wirkung zeigt die Behandlung mit NVX-207 mit einer Zellaufteilung von 79 % der
Zellen in der SubG;-Phase, 1 % der Zellen in der S-Phase und 19 % in der G1/Go-Phase. Auch bei der
Behandlung mit 10 ist eine deutliche Verschiebung der Phasen im Zellzyklus zu erkennen (G1/Go: 34 %,
SubG:: 62 %; S: 4 %). Weitaus weniger starke Effekte zeigt hingegen die Behandlung mit Betulinsdure
(G1/Go: 56 %, SubG:: 26 %; S: 16 %) und dem Extrakt der Platanenborke (G1/Go: 65 %, SubG;: 14 %;
S: 20 %). Diese gezeigten Ergebnisse sind sehr gut vergleichbar mit der zuvor untersuchten equinen
Melanomzelllinie MelDuWi.

4.2.25 Untersuchung der Zelltodmechanismen anhand der Zelllinie MelDuWi

Zur besseren Vergleichbarkeit und Bestatigung der unterschiedlich durchgefiihrten Methoden zum
Nachweis der Apoptose, sollen die zuvor gezeigten Daten nun auf eine Zelllinie minimiert und anhand
dieser ein Vergleich durchgefihrt werden. Betrachtet wird die equine Melanomzelllinie MelDuWi. Bei
allen verwendeten Methoden wurden 7.5 - 10° Zellen in 5 mL frischem Medium (in einer 25 cm?
Zellkulturflasche) ausgesét und fir 24 h bei 37 °C und 5 % CO; inkubiert. Fir jede Substanz, einer
Kontrolle und jeden Zeitpunkt wurde eine Zellkulturflasche vorbereitet. Bei den zu vergleichenden
Methoden handelt es sich um den AnnexinV-Assay, dem TUNEL-Assay, dem Nachweis auf Caspase
3-Aktivitdt und der Zellzyklusanalyse; gezeigt in Abbildung 76. Mit Hilfe der vier verwendeten
Apoptose-Assays AnnexinV-Assay, TUNEL-Assay, der Detektion von Caspase 3 aktiven Zellen und
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der Zellzyklusanalyse konnte Ubereinstimmend fur alle fiinf Wirkstoffe eine Induktion von Apoptose
beobachtet werden. Zudem ist bei allen verwendeten Methoden eine einheitliche Tendenz zu erkennen.
Der Vergleich macht deutlich, dass NV X-207 den groRten Einfluss auf die Induktion von Apoptose in
equinen Melanomzellen hat. Bereits nach einer 24 stiindigen Behandlung mit NV X-207 ist mit drei der
vier Methoden ein Anstieg von apoptotischen Zellen detektierbar. Einzig mit der Untersuchung des
Zellzyklus war dies nach 24 Stunden nur eingeschrankt méglich. Jedoch zeigt auch hier NVX-207, im
Vergleich zu der mitgeflihrten Kontrolle, den groRten Effekt. Nach einer Behandlungsdauer von
48 Stunden und 72 Stunden zeigt zudem die Behandlung mit NV X-207 den signifikantesten Effekt auf
die Induktion von Apoptose.

a) Annexin¥V b) TUNEL-Assay
1005 -spdit apoptotische Zellen- 100% -Nachweis von Doppelstrangbiiichen-
0 0
80% 80%
60% 60%
40% 40%
20% 20% .l I
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d) Zelizyklusanalyse
¢) Caspase 3-aktive Zellen - Zellen in SuBG1-Phase-
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Abbildung 76. Vergleich der vier verwendeten Methoden zum Nachweis von Apoptose nach Behandlung der
equinen Melanomzelllinie MelDuWi mit BS (Betulinsdure), NV X-207, dem Borkenextrakt der Platane (Extrakt),
10 und 5 (Betulinyl-3,28-0,0¢-disulfamat). Fir die Behandlung wurde bei allen Methoden die doppelte 1Cso-
Konzentration verwendet. Gezeigt sind die Ergebnisse nach einer Behandlungsdauer von 24, 48 und 72 Stunden
von a) dem AnnexinV-Assay unter Verwendung der spét apoptotischen Zellpopulation, b) dem TUNEL-Assay
unter Verwendung der markierten Doppelstrangbriiche, ¢) der Detektion von Caspase 3-aktiven Zellen durch
Fluoreszenzmarkierung und d) der Zellzyklusanalyse unter Verwendung der Zellpopulation der SubG1-Phase.
Ebenfalls sehr &hnliche Werte konnten nach Behandlung mit 5 und Betulinsédure gemessen werden.
Beide Substanzen zeigen nach einer 24 stiindigen Behandlung kaum einen Einfluss auf die Vitalitat der
Zellen; dies &ndert sich jedoch sehr stark bei der Behandlung mit 5 nach einer Inkubation von
48 Stunden. Bei der Untersuchung der Zellen nach einer Dauer von 72 Stunden zeigen die drei
Substanzen NV X-207, Betulinsdure und 5 beinah einheitliche Effekte auf das Uberleben der Zellen; am
deutlichsten erkennbar bei den Ergebnissen des TUNEL-Assays und der Messung der Caspase 3-aktiven
Zellen durch Fluoreszenzmarkierung. GleichermalRen gute und einheitliche Ergebnisse erzielte die
Behandlung mit 10, jedoch erst nach einer Inkubation von 72 Stunden. Sehr gut zu erkennen ist, dass
nach Behandlung der equinen Melanomzellen mit dem Borkenextrakt der Platane mit keiner der vier
verwendeten Methoden eine erhebliche Induktion der Apoptose nachweisbar war. Es konnte also mit
Hilfe der hier verwendeten Methoden eine Induktion der Apoptose bewiesen werden; besser noch, es
konnte gezeigt werden, dass mit allen vier Methoden tibereinstimmende Ergebnisse der hervorgerufenen
Apoptose, durch die jeweiligen Wirkstoffe, nachgewiesen werden konnte.
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4.3 Diskussion des Teilgebietes: Lokale Tumorbehandlung bei equinen Melanomen

Im Laufe von drei Jahren (April 2017 - April 2020) konnten im Interesse von Tier (Pferd) und Halter
erhebliche Erkenntnisse fir die Behandlung von Melanomen bei Pferden erbracht werden. Im
Mittelpunkt der Untersuchungen stand die Entwicklung eines neuartigen Arzneimittels fiir die
Behandlung von equinen maligen Melanomen, welche ebenso die Behandlungsstrategien von equinen
Sarkoiden beeinflusste. Zu Beginn des Gesamtprojektes zur lokalen Tumorbehandlung von equinen
Melanomen stand die Entscheidung eines geeigneten Wirkstoffes. Die durchgefiihrten
Zellkulturexperimente  zeigten einheitliche zytotoxische, antiproliferative und apoptotische
Eigenschaften der untersuchten Wirkstoffe. Im Rahmen des Projektes und dieser Dissertation wurden
funf verschiedene Substanzen, darunter die Betulinsdure und das Rohextrakt der Platanenrinde, das
Disulfamat des Betulins (5), ein Sulfonamid der Betulinsdure (10) und NVX-207, auf ihre zytotoxische
Wirkung sowohl nach 96 Stunden (Tabelle 10), als auch zeitabhéngig, getestet.

Tabelle 10. Ermittelte 1Cso-Konzentration (in WM mit Angabe der Standardabweichung) von Betulinsdure, dem
Borkenextrakt der Platane, NVX-207, 5 und 10 bei Behandlung von equinen Melanomzellen MelDuWi, den
Sarkoidzellen SRGO1 und sRGO?2, einer equinen Normalzelllinie PriFri2 und einer humanen Melanomzelllinie
A375 nach 96 Stunden Behandlungsdauer. Verwendet wurde der SRB-Assay, wobei mindestens drei biologische
und zwolf technische Replikate angefertigt wurden.

Zelllinie Betulinséure Extrakt NVX-207 5 10

MelDuWi 23.4+1.9 18.4+20 3.7+0.3 16.3+24 10.7+0.6
sRGO1 29.7+10.2 19.9+19 3.8+23 179+23 134+14
SRGO2 459+5.0 271.3+27 3506 21.1+5.0 19.4+7.2
PriFri2 27.2+3.8 18.4£5.7 3.4+0.8 11.7+£3.6 11.3+14

In Hinsicht auf Zytotoxizitat und Wirkeffizienz zeigte die Behandlung der equinen Tumorzellen mit
NVX-207 die starkste Wirkung. Bei Behandlung der Zellen mit diesem Wirkstoff konnte ein
durchschnittlicher ICso-Wert von 3.5 pM erreicht werden. Auch (berzeugt NVX-207 bei der
zeitabhédngigen zytotoxischen Untersuchung, sodass nach nur 3 h Behandlungsdauer der equinen
Melanomzelllinie MelDuWi eine ICso-Konzentration von 1Cso = 8.4 UM nachgewiesen werden konnte.
Ebenso konnte die Zytotoxizitaten der Wirkstoffe 10 (ICso = 10.7 uM; MelDuWi), 5 (ICso=16.3 uM %
2.4; MelDuWi), Betulinséure (ICso=23.4 uM; MelDuWi) und dem Extrakt der Platanenrinde (ICso =
18.4 uM; MelDuWi) mittels SRB-Assay werden. Zur besseren Einschatzung der zytotoxischen Wirkung
wurde, neben dem erwdhnten SRB-Assay, ein zweiter Test auf das Wachstum der Zellen nach
Behandlung durchgefuihrt. Dabei handelte es sich um den MTT-Assay, wobei nur Zellen mit
funktionierenden Mitochondrien in der Lage sind, MTT (gelb) in Formazan (Blau) umzuwandeln. Nach
Durchflihrung dieses Assays konnten alle, mittels SRB-Assay bestimmten Zytotoxizitaten, bestatigt
werden. Auch die vorhandenen Zelltodmechanismen wurden anschlieend erfolgreich untersucht.
Hierfir wurde der Einfluss der doppelten ICso-Konzentration [uUM] nach Behandlung der equinen
Zelllinie MelDuWi (equines Melanom), SRGO2 (equines Sarkoid) und PriFri2 (equine Fibroblasten;
Normalzelllinie) nach 24 und 48 Stunden (fiir die MelDuWi ebenfalls 72 Stunden) mittels AnnexinV-
Assay, Caspase 3-Assay, der Untersuchung des Zellzyklus und dem TUNEL-Assay genauer betrachtet.
Auch hier zeigte die Behandlung mit NV X-207 die effektivste Wirkung auf das Ausldsen von Apoptose.
Diese konnte bei drei von vier Methoden an der Zelllinie MelDuWi schon nach einer Behandlungsdauer
von 24 Stunden nachgewiesen werden. Der Vergleich der vier verwendeten Methoden zum Nachweis
von Apoptose nach einer Behandlung der equinen Melanomzelllinie MelDuWi mit BS (Betulinséure),
NVX-207, dem Borkenextrakt der Platane (Extrakt), 10 und 5 (Betulinyl-3,28-O,0°‘-disulfamat) nach
24, 48 und 72 Stunden ist in Abbildung 77 gezeigt.
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a) AnnexinV b) TUNEL-Assay
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Abbildung 77. Vergleich der vier verwendeten Methoden zum Nachweis von Apoptose nach Behandlung der
equinen Melanomzelllinie MelDuWi mit BS (Betulinsdure), NVX-207, dem Borkenextrakt der Platane (Extrakt),
10 und 5 (Betulinyl-3,28-0,0¢-disulfamat). Fur die Behandlung wurde bei allen Methoden die doppelte 1Cso-
Konzentration verwendet. Gezeigt sind die Ergebnisse nach einer Behandlungsdauer von 24, 48 und 72 Stunden
von a) dem AnnexinV-Assay unter Verwendung der spét apoptotischen Zellpopulation, b) dem TUNEL-Assay
unter Verwendung der markierten Doppelstrangbriiche, ¢) der Detektion von Caspase 3-aktiven Zellen durch
Fluoreszenzmarkierung und d) der Zellzyklusanalyse unter Verwendung der Zellpopulation der SubG1-Phase.

Ebenfalls sehr gute Ergebnisse zeigte die Behandlung mit dem Disulfamat des Betulins (5) und
Betulinsdure. Aufgrund unzureichender Stabilitdt und einer besseren Verfugbarkeit der Betulinséure,
wurden alle weiteren Schritte in der Entwicklung einer topischen Applikationsform mit NV X-207 und
Betulinsdure durchgefihrt.
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4.4 Ergebnisse des Gesamtprojektes ,, TopiDrugHorse"

In einem ersten Schritt wurden durch den Projektpartner Skinomics beide Substanzen in
unterschiedlichen Konzentrationen und mit verschiedenen Ldsungsvermittlern in Basiscreme DCA
(O/W — Emulsion, verdffentlicht im Deutschen Arzneimittel-Codex) eingebracht. Die
Freisetzungsversuche wurden durch Linus Gohlke (Skinomics GmbH, Halle) mit Hilfe des
Mehrschichtmembranmodell (MSMM) durchgefiihrt. Dabei konnte gezeigt werden, dass sich
Betulinsdure bei einem Zusatz von 20 % MKT sehr gut in der Basiscreme verteilen lasst und ebenso gut
nach einer Dauer von 24 Stunden in die Akzeptorschichten des Mehrschichtmembranmodells
diffundiert. Auf Grund der héheren Polaritat von NVX-207 konnte auf den Zusatz von 20 % MKT
verzichtet werden.

In einem néchsten Schritt sollte die Permeation der beiden Wirkstoffe in vitro an Hautstlicken von
Pferdehaut untersucht werden. Dies wurde von Frau Dr. Lisa Weber an der Tierklinik fur Pferde in
Hannover durchgefihrt®? 33, Betrachtet man die Ergebnisse so konnte eine Gesamt-Betulinsaure-Menge
von 98 + 7 % wiedergefunden werden. In der Haut (ohne dem Stratum Corneum) befanden sich nach
Analyse 24 + 1 % der aufgetragenen Menge an Betulinséure. Zudem wurde das Akzeptormedium (PBS
+ 1% BSA, pH = 7.4) auf das Vorhandensein von Betulinsaure untersucht. Dabei wurden 18 + 11 % der
Gesamtmenge von Betulinsdure wiedergefunden. Dies beweist, dass Betulinsdure, eingebracht in einer
,Basiscreme DAC* mit 20 % MKT, in der Lage ist, das Stratum Corneum zu penetrieren und innerhalb
der gemessenen 24 Stunden in die epidermalen und dermalen Schichten der isolierten Pferdehaut
vorzudringen. In einer Hauttiefe von 810 pm betrug die Konzentration an Betulinséure noch
39.6 uM £ 38 uM; dieser Wert entspricht exakt dem 1Cso-Wert von Betulinsdure nach 24 Stunden von
39.8 UM = 3.6 UM, gemessen an der equinen Melanomzelllinie MelDuWi. Bei dem gezeigten Mitteln
(12 technische Replikate) der Permeationsversuche mit 1 % NVX-207 in ,,Baiscreme DAC* lag die
Wiederfindung bei 85 + 14 % der zuvor aufgebrachten Formulierung. Auch bei diesen Versuchen
fanden sich 32 £ 12 % in der Haut wieder. Anders, als bei den zuvor beschriebenen Versuchen mit
Betulinsdure, konnte kein NVX-207 in dem Akzeptormedium nachgewiesen werden. Auf Grund der
sehr guten zytotoxischen Wirkung von NVX-207 (ICsoan der MelDuWi nach 24h: 4.6 + 0.3) kann auch
bei dem Einsatz dieser Formulierung von einer effektiven Wirkung gegen das equine maligne Melanom
ausgegangen werden.

Der ndchste Schritt in der Entwicklung einer topischen Behandlungsform von equinen malignen
Melanomen war die Durchfuihrung einer lokalen und systemischen Vetraglichkeitsstudie, verbunden mit
einer in vivo durchgefiihrten Konzentrationsbestimmung der penetrierten Wirkstoffe Betulinsaure und
NV X-207, welche ebenfalls von der Tierarztin Frau Dr. Lisa Weber durchgefiihrt wurde?!’. Die, nach
sieben Tagen Behandlung und neun Tagen Untersuchung, ermittelten und addierten Gesamtpunkte
lagen bei allen Formulierungen unter 5 (Plazebo: 3.4 (+ 3.4), Betulinsdure: 4.4 (+ 3.9) und NVX-207:
1.4 (+ 1.6)), was auf eine sehr gute systematische Vertréglichkeit hinweist. Neben der Einschdtzung von
optischen/klinischen Nebenwirkungen, wurde Biopsien entnommen, um die Eindringtiefe der
Wirkstoffe untersuchen zu kénnen. Bei der Untersuchung der acht Betulinsdure - behandelten Proben
(1% Betulinsdure in Basiscreme DAC + 20 % MKT) konnte Betulinsaure noch in einer Hauttiefe von
2010 um (Bereich von 1310 um - 2010 pum bei allen 8 Proben) bei den Pferden mit Abdeckung
nachgewiesen werden, ohne Abdeckung lag die Wiederfindungsgrenze bestenfalls in einer Hauttiefe
von 1210 pm (Bereich von 310 um - 1210 pm bei allen 8 Proben). Auch bei der Behandlung der Haut
mit 1 % NVX-207 in Basiscreme DAC ist ein deutlicher Unterschied zwischen den abgedeckten und
nicht abgedeckten Stellen bemerkbar. Findet man NV X-207 bei einer vorhandenen Abdeckung noch in
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Hautschichten von 1510 pum - 2010 um, so ist die Wiederfindung bei einer fehlenden Abdeckung stark
schwankend in einem Bereich von 510 um - 2010 um. Damit konnte gezeigt werden, dass durch eine
Abdeckung der behandelten Stelle sowohl die Erfolgschancen fiir die Behandlung von Melanomen beim
Pferd, durch eine effektivere Penetration von BS oder NV X-207, deutlich gesteigert werden kénnte und
unerwiinschte Irritationen vermehrt ausblieben.

Aus diesem Grund wurde die nachfolgende Wirksamkeitsstudie (Studienphase I1) aufbauend auf der
Vertraglichkeitsstudie durchgefiihrt. Durchgefiihrt wurde die Studienphase Il in einem Zeitraum vom
21.01.20 - 22.04.20 an der ,,Spanischen Hoftreitschule, spezielle im Lipizzanergestiit Piber* von Frau
Dr. Lisa Weber, welche dort die drei monatige Behandlung selbst ausfilhren konnte. 18 equinen
Melanompatienten wurden vom Gestiit zur Verfugung gestellt, jeweils zwei Tumore (mit einem
maximalen Durchmesser von 1.5 cm) sollten wahrend dieser Studie pro Patienten behandelt werden. Es
erfolgte zweimal taglich eine Behandlung mit den von der Firma Skinomics GmbH Halle hergestellten
und verblindeten Proben. Im Mittel konnte eine Reduktion des Volumens bei Patienten der Placebo-
Gruppe von anfanglich 220 mm? (+ 184 mm?®) an Tag 0 zu 195 mm? (+ 167 mm?®) an Tag 92 beobachtet
werden. Nach Behandlung mit Betulinséaure zeigte sich eine Veranderung von anfanglich 268 mm?® (+
220 mm?®) an Tag 0 zu 147 mm?® (+ 137 mm?®) an Tag 92. In der letzten Gruppe, der Behandlung mit
NV X-207 war ein Rickgang von anfanglich 113 mm?® (+ 77 mm?®) an Tag 0 zu 87 mm?® (= 81 mm®) an
Tag 92 beobachtet werden. Jedoch konnten deutlich mehr Tumore in die Kategorie ,.erfolgreiche
Behandlung® aus den Gruppen Betulinsdure und NVX-207 eingeordnet werden, als Tumore aus der
Placebo-Gruppe. Obwohl die ersten Ergebnisse sehr vielversprechend sind, mussen flr fundierte
Schlussfolgerungen weitere Versuche in Bezug auf die Wirksamkeit durchgefihrt werden. Dabei muss
auch eine Optimierung der Formulierung in Bezug auf Wirkstoffkonzentration oder dem gezielten
Einsatz von enhancern beachtet werden.
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5. Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung neuer Strategien flr den Einsatz von Betulinsdurederivaten bei
der Behandlung von unterschiedlichen Tumorentitaten. Hierfar sollten die antitumorale Wirkung und
leichte Modifizierbarkeit des Naturstoffes Betulinséure ausgenutzt werden, um diesen als verkniipfendes
Element fur zwei unterschiedlichen L&sungsansétze in der Tumortherapie zu nutzen. Eine
Derivatisierung war sowohl an der C3-, als auch an der C28-Position der Betulinséure und des Betulins
moglich. Neben der Verbesserten Loslichkeit zeigten die neu synthetisierten Substanzen auch die
Mdglichkeit, den Wirkstoff durch ein gezieltes drug-targeting im Tumorgewebe anzureichern. Als
target diente hierbei die Carboanhydrase 1X, ein membrangebundenes Protein mit extrazellularem
katalytischem Zentrum, welches Giberwiegend in hypoxischen Bereichen von Tumoren zu finden ist. Fiir
die Inhibierung der CA 1X und der damit verbundenen Schwachung von hypoxischen Tumoren wurden
Sulfamate verwendet, welche bereits eine bedeutende Stellung in der Entwicklung neuer
Carboanhydrase-Inhibitoren in der Literatur einnehmen. Ebenso wvon groRem Interesse sind
Sulfonamide. Eine dritte Stoffklasse, welche in dieser Arbeit genauer untersucht wurde, sind cyclische
Sulfonamide, darunter Saccharin. Als eine weitere inhibierende Gruppe wurde Acetazolamid eingefuhrt.
Acetazolamid gilt als Standardinhibitor fur die CA IX, wodurch eine Anbringung an den Naturstoff
Betulin sehr vielversprechend war. Neben den inhibierenden Gruppen, wurden auch die verwendeten
Linkerlangen variiert. Dies sollte einen Einblick geben, ob der Abstand zwischen dem Wirkstoff und
der Enzym-Bindegruppe einen Einfluss auf die Enzymbindung hat. Als Linker wurden Dicarbonsduren
verwendet, welche die Mdglichkeit der Anknlpfung von Sulfonamiden durch das Umsetzen dieser mit
Taurinamid lieferten. Um einen deutlichen Unterscheid in der Polaritdt zu schaffen, wurde
Triethylenglykol als Linker verwendet, welcher sowohl allein als auch in Verbindung mit einer
Dicarboansdure eingesetzt wurde. Es konnte dabei gezeigt werden, dass sowohl bei der Bestimmung der
Zytotoxizitat, als auch bei der Bestimmung der Dissoziationskonstanten, die hergestellten Sulfonamide
und die Derivate des Acetazolamids die effektivste Wirkung, mit 1Cso-Werten in einem Bereich von 5 -
10 uM und ki-Werten in einem Bereich zwischen 0.12 - 1.2 uM, zeigten. Besonders kleine ki-Werte
zeigten die Acetazolamid-Derivate ohne Betulin. Ebenfalls konnte gezeigt werden, dass Verbindungen
mit einem Kiirzeren Linker zwischen Wirkstoff und Bindegruppe eine héhere Bindeaffinitat besitzen,
wodurch es zu einer starkeren Anreicherung des Wirkstoffes im Tumor kommen kénnte. Einige der
untersuchten Substanzen zeigten nur eine geringe Hemmung der CA IX-Aktivitat unter Verwendung
des Esterase-Assays. Hier wére eine erneute Messung mit Hilfe eines zweiten Testsystems,
beispielsweise dem CO.-Assay (SFA), sehr interessant. Die Untersuchungen im Rahmen dieser
Dissertation haben gezeigt, dass es moglich ist, mit vergleichsweise einfachen Synthesestrategien aktive
Substanzen herzustellen. Allerding ist die F&higkeit der synthetisierten Verbindungen zwischen
malignen und nicht-malignen Zellen zu unterscheiden haufig nicht zufriedenstellend ausgepragt. Auch
ware eine Untersuchung der Selektivitdt der Inhibitoren in Hinsicht auf die Carboanhydrase IX-
Hemmung von grofRer Bedeutung, da eine Vielzahl wichtiger Prozesse im Organismus von anderen
Isoformen der Carboanhydrase gesteuert und so Nebenwirkung nicht ausgeschlossen werden kénnen.
Neben der Verbesserten Loslichkeit und der Mdglichkeit, den Wirkstoff durch ein gezieltes drug-
targeting im Tumorgewebe anzureichern, konnten die synthetisierten Substanzen auch mit einer sehr
guten zytotoxischen Wirkung gegen equine Melanomen berzeugen.

Ein zweiter wichtiger Ansatzpunkt fir den Einsatz von Naturstoffen, ist die Entwicklung topischer
Applikationsmdglichkeiten fur die gezielte &ufRerliche Behandlung von Hauttumoren. Circa 80 % der

Uber 15-jadhrigen Schimmel erkranken an Melanomen. Ein weiteres Ziel in dieser Arbeit lag in der
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biologischen Evaluierung potentieller Wirkstoffe, um in einem zweiten Schritt eine topische
Formulierung zur Behandlung von equinen maligen Melanomen entwickeln zu kénnen. Zur
Bestimmung der zytotoxischen Wirkung wurden sowohl der SRB-, als auch der MTT-Assay verwendet.
Auch wurde, zur Bestimmung der Permeationszeit, ein zeitabhdngiger SRB-Assay durchgefihrt.
Hierbei zeigten sich erstaunliche Ergebnisse fir den Wirkstoff NV X-207, welcher schon nach einer
Behandlungsdauer von drei Stunden einen ICso-Wert von 8 uM liefern konnte. Durchgefiihrt wurden
diese Versuche sowohl an equinen Melanom- und Sarkoidzellen, als auch an equinen Fibroblasten. Eine
zweite wichtige Einschétzung lieferte die Untersuchung der Zelltodmechanismen. Hierflir wurden vier
unabhéngige Methoden durchgefuihrt. Dabei stellte sich heraus, dass sowohl der reine Naturstoff
Betulinsdure, als auch deren Derivate in der Lage sind, bei ca. 80 % der Tumorzellen, Apoptose
auszuldsen (Nekrose konnte dabei zumeist ausgeschlossen werden). Aufgrund der guten Verfiuigbarkeit
und Uberzeugenden Wirkung, wurden Betulinsédure und NVX-207 fur die Entwicklung einer topischen
Formulierung zur dufReren Behandlung von Melanomen bei Pferden verwendet.
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6. Experimenteller Teil

6.1 Material und Methoden

Die folgenden Chemikalien wurden fir die Synthese bei Sigma Aldrich gekauft: 4-
(Dimethylamino)pyridin (99 %), Calciumhydrid (95 %), Triethylenglycol (99 %), Bernsteinséure-
anhydrid (99 %), Salzséure, Acetazolamid (99 %), N,N-Diisopropylethylenamin (99 %), Saccharin
(98 %),  2-bromo-3'-methoxyacetophenon (98 %),  4-Methylbenzylbromid (97 %), 4-
Bromobenzylbromid (98 %), Dimethylformamid (trocken), Dimethylacetamid (trocken), Pyridin
(trocken), Dichlormethan (trocken). Sowohl N,N-Dicyclohexylcarbodiimid (99 %), als auch
Propionséure-anhydrid (98 %)und Chloressigséurechlorid wurden bei Merck gekauft. Folgende
Chemikalien wurden bei Alfa Aeser gekauft: Natriumcarbonat (98 %), Natriumhydrogencarbonat
(99 %), Diglycolamin (98 %), Oxalylchlorid (98 %) und Kaliumcarbonat (98 %). 1-Octanol (99 %) und
1,8-Octandiol (99 %) wurden bei Acros Organics gekauft. Triethylamin (99.5 %) wurde bei Fluka
gekauft, Essigsaureanhydrid (99 %) und Acetonitril (99,5 %) bei Griissing. Das verwendete Taurinamid
wurde bei abcr gekauft, das Kupplungsreagenz HOBT (98 %) bei TCI. Die verwendete Betulinsaure
und Betulin stammen aus der Firma BioSolutions Halle GmbH. Natriumchlorid, Natriumsulfat und die
verwendeten  Losungsmittel  Dichlormethan,  Essigsdureethylester,  Petrolether, Methanol,
Tetrahydrofuran, Dimethylformamid, und Toluol wurden in technischer Reinheit in der
Chemikalienausgabe der Chemie (MLU) gekauft und vor Verwendung destilliert.

Die gezeigten *H-NMR und **C-NMR Spektren wurden an folgenden Geraten gemessen: Varian Unity
Inova 500 (500 MHz). Gemessen wurden die Spektren bei 27 °C unter Verwendung von deuteriertem
Chloroform (CDCls), deuteriertem Dimethylsulfoxid (DMSO-d®) oder deuteriertem Dimethylformamid
(DMF-d’). Alle chemischen Verschiebungen wurden in part per million (ppm) angegeben. Ausgewertet
wurden alle Spektren mit Hilfe MestreNova Software (Version 6.0.2-5475). Dabei wurden alle Signale
auf das entsprechende Losungsmittelsignal bezogen (CDCls: 7.26 ppm (*H), 77.0 ppm (**C), DMSO-d°:
2.50 ppm (*H), 39.5 ppm (**C) und DMF-d’: 2.74 ppm, 291 ppm und 8.01 ppm (*H), 30.1 ppm, 35.2
ppm und 162.7 ppm (**C). Gekauft wurden alle deuterierten Losungsmittel bei Sigma Aldrich.

Die Diinnschichtchromatographie (DC) wurde mit Merck Kieselgel 60-Platten durchgefiihrt. Spots auf
dem DC wurden mit einem Oxidationsmittel (entweder blue staining oder Kaliumpermanganat-Losung)
oder UV-Licht (256 oder 366 nm) visualisiert. Die blue staining - Losung wurde wie folgt hergestellt:
(NH4)6M07024 - 4H,0 (1 g) und Ce(SOs4)2 - 4H,0 (1 g) wurden in einer Mischung aus destilliertem
Wasser (90 ml) und konzentrierter Schwefelséure (6 ml) gelost. Die Kaliumpermanganatlésung wurde
wie folgt hergestellt: KMnQ4 (3 g) und K>COs (20 g) wurden in H20 (300 ml) und 10 % NaOH (5 ml)
geldst. Die Saulenchromatographie wurde mit Kieselgel (high-purity grade), 60 PorengréRe, 230-400
PartikelgroRe durchgefuhrt.

Fir die Kultivierung der Zellen wurden folgende Produkte bei Capricorn Scientific gekauft: RPMI 1640,
mit L-Glutamin (RPMI-A, steril filtriert), RPMI 1640, mit stabilem Glutamin (RPMI-STA, steril
filtriert),y DMEM High Glucose (4.5 g/L), mit stabilem Glutamin (DMEM-HPSTA),
Antibiotic/Antimycotic Solution (AAS-B, 100x), Penecillin/Streptomycin (PS-B, 100x), Trypsin (2.5 %)
in DPBS (TRY-2B10, 10x), Dulbecco’s PBS (10x), w/o Ca** & Mg**, w/o Phenol Red (PBS-10XA)
und Dulbecco’s PBS (10x), with Ca** & Mg®*, w/o Phenol Red (PBS-2A). Das verwendete FKS wurde
bei Sigma-Aldrich gekauft.

Fir die Zellkultivierung und den dazugehérigen Zellkulturversuchen wurden folgende Gerate
verwendet: Sterilbank (HERAsafe HSP12) wvon Heraeus Instruments (Hanau), Inkubator
(HERAcell® 150) von Thermo Electron LED GmbH (Langenselbold), automatischer Zellzéhler
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(Countess™) von Invitrogen (Carlsbad, USA), Durchflusszytometer (Attune acoustic focusing
cytometer) von Life Technologies GmbH (Darmstadt), Fluoreszenzmikroskop (Axioskop 20 Kamera:
AxioCam MR3) von Carl Zeiss AG (Oberkochen), Plattenlesegerat (Infinite F200 PRO) von Tecan
Deutschland GmbH (Crailsheim), 96-well-Plattenwascher (Hydro Speed) von Tecan Deutschland
GmbH (Crailsheim), Analysenwaage (AX124) von Sartorius AG (Gottingen).

6.2 Synthese

Aufgrund von Vereinfachungen wurden in dieser Arbeit vereinfachte ,, Trivialnamen* aller Substanzen
verwendet. Folgende Tabelle soll aus diesem Grund eine Auflistung aller Substanzen zeigen, deren
zugeordneten Nummern, den Trivialnamen und den Namen laut JUPAC beinhalt sind.

Tabelle 11. Auflistung der synthetisierten Verbindungen und deren Namen nach Bezeichnung in der Arbeit und
den Namen nach Scifinder.

Nummer Bezeichnung in Arbeit Name nach Scifinder

la 28-0-Acetylbetulin Lup-20(29)-ene-3,28-diol-28-acetat

1b 3,28-0,0’-diacetylbetulin Lup-20(29)-ene-3,28-diol-3,28-diacetat

1c 3-O-Acetylbetulin Lup-20(29)-ene-3,28-diol-3-acetat

2 28-0-Acetylbetulinyl-3-O-sulfamat Is_uulgi?a(t29)-ene-3,28-d|o|-28-acetat-3-

3 3-0-Acetylbetulinyl-28-O-sulfamat Is_uulgﬁsa(tm)-ene-&ZS-d|ol-3-acetat-28-

4 Betulinyl-28-O-sulfamat Lup-20(29)-ene-3,28-diol-28-sulfamat

5 Betulinyl-3,28-0,0’-disulfamat Lup-20(29)-ene-3,28-diol-3,28-disulfamat

6 Octylsulfamat Octylsulfamat

7 Octyldisulfamat Octyldisulfamat

8 Triethylenglycol-disulfamat Triethylenglycol-disulfamat

9 3-O-Acetylbetulinséure Lup-20(29)-en-28-séure- 3-acetat

10 3-0-Acetylbetulinsaure-28-taurinamid (Ef?:;(f:gg;r)llisg—dz-gi/[lggﬁi)r;i?-oxo-g-

11 3-Hemisuccinat-28-O-acetylbetulinyl I(_hl;/%rzo(;(ezngt))uetzgd?oﬁ) diol-3-acetate-28-

12 3-O-Acetylbetulinyl-28-hemisuccinat al;%fo(;(jr?guixdgloi) diol-28-acetate-3-

13 3—HemisucF:inat—taurinamid—28—0— Lup—20(29)—ene—3,28—dioll—3—acetate—28—[4—
acetylbetulinyl amid-4-[(2-sulfoethyl)amino]butanoat]

14 S-O?AcerIbetuIinyl-28-hemisuccinat- Lup-20(29)-ene-3,28-diol-28-acetate-3-[4-
taurinamid amid-4-[(2-sulfoethyl)amino]butanoat]

15 5-Amino-1,3.4-thiadiazole-2-sulfonamid 5-Amino-1,3.4-thiadiazole-2-sulfonamid

16 5-Amino-_1,3.4-thiadiazole-2-su|fonamid - 5-Amino-1,3.4-t_hiadiazole-2-su|fonamid -
hemisuccinat hydrogenbutandioat

17 5-Amino-1,3.4-thiadiazole-2-sulfonamid - i;ﬁg;r;z—bllﬁ;jﬂ::g?zole-2-suIfonamld )

hemisuccinat-aminodiethylenglycol
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18

19

20

21

22

23

24
25a

25b

26

27

28

29

3-O-Acetylbetulinyl-28-hemisuccinat-5-
amino-1,3.4-thiadiazole-2-sulfonamid

3-O-Acetylbetulinséure-
aminodiethylenglycol-amid

3-O-Acetylbetulinséure-
aminodiethylenglycol-amid-hemisuccinat

3-O-Acetylbetulinsiure-
aminodiethylenglycol-amid-hemisuccinat -
5-amino-1,3.4-thiadiazole-2-sulfonamid

2-[2-(3-Methoxyphenyl)-2-oxoethyl]-1,2-
benzothiazol-3 (2H)-one-1,1-dioxid
2-(4-Methylbenzyl)-1,2-benzothiazol-
3(2H)-one-1,1-dioxid
2-(4-Bromobenzyl)-1,2-benzothiazol-
3(2H)-one-1,1-dioxid
Betulinyl-28-propionat

Betulinyl-di-3,28-propionat
Betulinyl-3-chloracetat-28-propionat
Betulinyl-di-3,28-chloracetat

Betulinyl-3-acetyl-(1,2-benzisothiazol-
3(2H)-on-1,1-dioxid)-28-propionat

Betulinyl-di-3,28-acetyl-(1,2-
benzisothiazol-3(2H)-on-1,1-dioxid)-28-
propionat

Lup-20(29)-ene-3,28-diol-3-acetate-28-
(hydrogenbutanedioate-(5-amino-1,3.4-
thiadiazole-2-sulfonamid))
2-[2-[2-[[(3B)-3-(acetyloxy)-28-oxolup-
20(29)-en-28-ylJlamino]ethoxy]ethoxy]
2-[2-[2-[[(3B)-3-(acetyloxy)-28-oxolup-
20(29)-en-28-ylJamino]ethoxy]ethoxy]-
hydrogenbutandioat
2-[2-[2-[[(3B)-3-(acetyloxy)-28-oxolup-
20(29)-en-28-ylJamino]ethoxy]ethoxy]-
(hydrogenbutanedioate-(5-amino-1,3.4-
thiadiazole-2-sulfonamid))
2-[2-(3-Methoxyphenyl)-2-oxoethyl]-1,2-
benzothiazol-3 (2H)-one 1,1-dioxid
2-(4-Methylbenzyl)-1,2-benzothiazol-
3(2H)-one 1,1-dioxid
2-(4-Bromobenzyl)-1,2-benzothiazol-
3(2H)-one 1,1-dioxid
Lup-20(29)-ene-3,28-diol-28-propanoat
Lup-20(29)-ene-3,28-diol-3,28-
dipropanoat
Lup-20(29)-ene-3,28-diol-3-chloracetat-
28-propanoat
Lup-20(29)-ene-3,28-diol-3,28-
dichloracetat
Lup-20(29)-ene-3,28-diol-3-acetyl-(1,2-
benzisothiazol-3(2H)-on-1,1-dioxid)-28-
propionat
Lup-20(29)-ene-di-(3,28)-acetyl-(1,2-
benzisothiazol-3(2H)-on-1,1-dioxid)-28-
propionat
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6.2.1 Sulfamate
6.2.1.1 28-O-Acetylbetulin (1a) und 3,28-0,0’-diacetylbetulin (1b)

OH 1.5 eq. Ac,O OT/ 4 Uj(
e I . I
DCM. RT ps
HO HO 1a o 1b

Abbildung 78. Synthese von 28-0O-Acetylbetulin (1a) and 3,28-0,0 -diacetylbetulin (1b).

Generelle Durchfiihrung: Betulin (15.0 g, 33.9 mmol), DMAP (0.1 g, 0.8 mmol) und Triethylamin
(5.0 mL, 3.64 g, 36.0 mmol) wurden in Dichlormethan (150 mL) suspendiert und auf 0 °C gekdhlt.
Unter Riihren wurde ein Gemisch aus Essigsdureanhydrid in Dichlormethan langsam zu der Suspension
getropft und anschlielend fur 1 h bei RT geruhrt. Zum Stoppen der Reaktion wurde das Gemisch auf
Eis gegeben und das Produkt durch Extraktion mit Essigsaureethylester aus der wassrigen Phase isoliert.
Die organische Phase wurde mit Na,COs-Ldsung gewaschen und tiber Na;SO4 (iber Nacht getrocknet.
Die Reinigung des Produktes erfolgte saulenchromatographisch mit Petrolether/Essigester (9:1).

Charakterisierung von la:
Ausbeute: 10.01g, 20.7 mmol, 61%

IH-NMR (400 MHz, CDCls): 5 (ppm) = 4.68 (d, 1H, Hao), 4.58 (d, 1H, Has), 4.23 (d, 1H, 2Jn-+ = 11.1
Hz, Has), 3.84 (d, 1H, 2Jr+ = 11.1 Hz, Has), 3.16 (dd, 1H, 3J+-H = 10.2 Hz, Ha), ), 2.46 (m, 1H, His),
2.06 (s, 3H, Hsz), 2.03 (s, 3H, Has), 1.81-0.76 (42H).

ESI-MS (+) (Ca2Hs203, M = 484.39): 467.20 ([M-OH]*), 991.27 ([2M+Na]").

Charakterisierung von 1b:
Ausbeute: 3.92 g, 7.5 mmol, 22%

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): 5 (ppm) = 4.68 (d, 1H, Hao), 4.58 (d, 1H, Has), 4.46 (dd, 1H, JH-+ = 10.2
Hz, Ha), 4.24 (d, 1H, 2Jn-1 = 11.1 Hz, Hag), 3.84 (d, 1H, 231+ = 11.1 Hz, Hag), 2.43 (M, 1H, Huo), 2.06
(s, 3H, Hs), 2.03 (s, 3H, Has), 1.81-0.76 (42H).

ESI-MS (+) (CasHs:04, M = 526.40): 1075.33 ([2M+Na]"*).

6.2.1.2 3-O-Acetylbetulin (1c)

CaH, oH
DT | i @
]
)Lo b MeOH/THF )I\o 1c

RT

Abbildung 79. Synthese von 3-O-Acetylbetulin 1c.

Generelle Durchfiihrung: 1b (4 g, 7.6 mmol) wurde mit einer katalytischen Menge an Calciumhydrid in
einem Gemisch aus Methanol (20 mL) und THF (20 mL) gel6st, tber Nacht bei Raumtemperatur gerthrt
und anschliellend das Losungsmittel unter verminderten Druck aus der Reaktion entfernt. Der Riickstand
wurde anschlieBend in Essigsdureethylester aufgenommen und dreimal mit Wasser gewaschen. Die
organische Phase wurde (ber Na;SOs getrocknet und das Losungsmittel erneut entfernt. Die
Aufreinigung erfolgte sdulenchromatographisch mit Petrolether/Essigester (9:1).
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Charakterisierung von 1c:
Ausbeute: 2.35g, 4.8 mmol, 64%

'H-NMR (500 MHz, CDCls): § (ppm) = 4.68 (d, 1H, 2JH-H = 2.5 Hz, Has), 4.58 (d, 1H, Has), 4.48 (dd,
1H, 3JH-H = 11.5 Hz + 4.7 Hz, Hs), 3.80 (M, 1H, Has), 3.35 (M, 1H, Has), 2.37 (M, 1H, Hs), 1.98 (s, 3H,
Ha2), 1.90-0.60 (42H).

ESI-MS (+) (Cs2Hs:03, M = 484.39): 991.33 ([2M+Na]").

6.2.1.3  28-O-Acetylbetulinyl-3-sulfamat (2)

0 e}
T g
- " Q
ia 1.5eq. CISONH, "5 2

1hRT
Abbildung 80. Synthese von 28-O-Acetylbetulinyl-3-O-sulfamat 2.

Generelle Durchfiihrung: 1a (250 mg, 0.52 mmol) wurde zusammen mit Sulfamylchlorid (89.7 mg,
0.78 mmol) in DMA (3 mL) geldst und fur 3 Stunden bei RT geruhrt. Die Aufarbeitung erfolgte durch
Quenchen der Reaktion mit Eiswasser und anschlielender Extraktion des Produktes aus der wassrigen
Phase mit Essigsdureethylester. Die organische Phase wurde einmal mit Na,COs-L6ésung und dreimal
mit Wasser gewaschen. Die anschlieBende Trocknung erfolgte mit Na,SO4. Nach der Trocknung wurde
das organische Losungsmittel abgezogen und das Produkt sdulenchromatographisch mit
Petrolether/Essigester (7:3) gereinigt.

Charakterisierung von 2:

Ausbeute: 222.6 mg, 0.41 mmol, 76%

'H-NMR (500 MHz, DMSO-d6): § (ppm) = 7.30 (s, 2H, NH2), 4.69 (d, 1H, 2Ji-1 = 1.9 Hz, Has), 4.55 (d,
1H, Ha), 4.25 (d, 1H, 2Jn-n= 9.2 Hz, Has), 3.39 (dd, 1H, Hs), 3.75 (d, 1H, 2Ju-H= 9.7 Hz, Hzg), 2.43 (m,
1H, ng), 2.00 (S, 3H, ng), 1.95-0.65 (42H).

ESI-MS (-) (Cs2Hs3NOsS, M = 563.37): 562.40 ([M-H]"), 607.93 ([M+HCO2]).
6.2.1.4 3-O-Acetylbetulinyl-28-sulfamat (3)

o}
o B 0
Ao Ic  1.5eq. CISO;NH, Ao 3

1hRT
Abbildung 81. Synthese von 3-O-Acetylbetulinyl-28-O-sulfamat 3.

Generelle Durchftihrung: 1c (300 mg, 0.615 mmol) wurde zusammen mit Sulfamylchlorid (105.3 mg,
0.92 mmol) in DMA (3 mL) geldst und fir 3 Stunden bei RT gerhrt. Die Aufarbeitung erfolgte durch
Quenchen der Reaktion mit Eiswasser und anschlieBender Extraktion des Produktes aus der wéssrigen
Phase mit Essigsdureethylester. Die organische Phase wurde einmal mit Na,COs-Lésung und dreimal
mit Wasser gewaschen. Die anschlieBende Trocknung erfolgte mit Na;SO4. Nach der Trocknung wurde
das organische Losungsmittel abgezogen und das Produkt sdulenchromatographisch mit
Petrolether/Essigester (7:3) gereinigt.
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Charakterisierung von 3:

Ausbeute: 339.5 mg, 0.603 mmol, 98%

IH-NMR (500 MHz, CDCL3): § (ppm) = 4.73 (s, 2H, NHz2), 4.69 (d, 1H, 2Jrn= 1.9 Hz Ha), 4.60 (d, 1H,
Hao), 4.48 (dd, 1H, Hs), 4.37 (d, 1H, Has), 3.92 (d, 1H, 2Jun= 9.7 Hz, Has), 2.41 (M, 1H, His), 2.04 (s,
3H, Ha), 1.95-0.65 (42H).

ESI-MS (-) (Cs2Hs3NOsS, M = 563.37): 562.59 ([M-H]), 598.33 ([M+CI]).
6.2.1.5 Betulinyl-28-O-sulfamat (4) und Betulinyl-3,28-0,0“disulfamat (5)

o 9
ot DMA o-f-NH O-3=NH;
4 o]
o 1.5¢eq. CISONH, o 4 han-d-o 5
1hRT °

Abbildung 82. Synthese von Betulinyl-28-O-sulfamat 4 und Betulinyl-3,28-0,0¢-disulfamat 5.

Generelle Durchfihrung: Betulin (5 g, 11.3 mmol) wurde zusammen mit Sulfamylchlorid (2 g,
17 mmol) in DMA (15 mL) gel6st und fur 3 Stunden bei RT gerihrt. Die Aufarbeitung erfolgte durch
Quenchen der Reaktion mit Eiswasser und anschlielender Extraktion des Produktes aus der wéassrigen
Phase mit Essigsdureethylester. Die organische Phase wurde einmal mit Na,COs-L6ésung und dreimal
mit Wasser gewaschen. Die anschlieBende Trocknung erfolgte mit Na2SO4. Nach der Trocknung wurde
das organische Losungsmittel abgezogen und das Produkt sdulenchromatographisch mit
Petrolether/Essigester (7:3) gereinigt.

Charakterisierung von 4:
Ausbeute: 1.2 g, 2.94 mmol, 26 %

IH-NMR (500 MHz, DMSO-d®): & (ppm) = 7.39 (s, 2H, NH>), 4.68 (d, 1H, 2JH-H = 1.7 Hz, Has), 4.56
(d, 1H, Has), 4.25 (m, 1H, OH), 4.11 (d, 1H, 2Ji.n = 9.6 Hz, Has), 3.74 (d, 1H, 20pt = 9.5 Hz, Has), 2.96
(m, 1H, Hs), 2.48 (M, 1H, Hao), 2.00-0.64 (42H).

ESI-MS (-) (CaoHs:NO4S, M = 521.36): 520.47 ([M-H]").

Charakterisierung von 5:
Ausbeute: 3.41 g, 8.36 mmol, 74 %

IH-NMR (500 MHz, DMSO-d®): & (ppm) = 7.35 (s, 2H, NHy), 7.31 (s, 2H, NHy), 4.69 (d, 1H, 2JH-H =
1.7 Hz, Has), 4.56 (d, 1H, Has), 4.12 (d, 1H, 2JH-H = 9.6 Hz, Hzs), 4.00 (m, 1H, Hs), 3.75 (d, 1H, 2JH-H
= 9.5 Hz, Has), 2.39 (M, 1H, Hys), 1.97-0.73 (42H).

ESI-MS (-) (Cs0Hs2N206S2, M = 600.34): 599.52 ([M-H]"), 635.33 ([M+CI]").

6.2.1.6 Octylsulfamat (6)

o}

DMA X
eSS AOH — - “\/“\/\\/\/O_ﬁ_NH
i 2
1.5 eq. CISO,NH, 6
1h RT

Abbildung 83. Synthese von Ocylsulfamat 6.

Generelle Durchfiihrung: (Synthese wie bei Winum et. al'*®) 1-Octanol (0.2 mL, 163 mg, 1.25 mmol)

wurde zusammen mit Sulfamylchlorid (215.6 mg, 1,88 mmol) in DMA (2 mL) gel6st und fur 3 Stunden

bei RT geruhrt. Die Aufarbeitung erfolgte durch Quenchen der Reaktion mit Eiswasser und
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anschlieender Extraktion des Produktes aus der wassrigen Phase mit Essigsdureethylester. Die
organische Phase wurde einmal mit Na.COs-Losung und dreimal mit Wasser gewaschen. Die
anschlieBende Trocknung erfolgte mit Na>SOs. Nach der Trocknung wurde das organische
Losungsmittel abgezogen und das Produkt saulenchromatographisch mit Petrolether/Essigester (8:2)
gereinigt.

Charakterisierung von 6:
Ausbeute: 109 mg, 0,48 mmol, 39 %

'H-NMR (500 MHz, DMSO-d€): § (ppm) = 7.35 (s, 2H, NH2), 3.99 (dd, 2H, Hy), 1.61 (m, 2H, H,), 1.24
(m, 10H, C3-C7), 0.85 (s, 3H, Hs).

ESI-MS (+) (CsH1oNOsS, M = 209.11): 231.88 ([M+Na]*), 263.62 ([M+Na+MeOH]").

6.2.1.7 Octyldisulfamat (7)

0

DMA 9 o--sm,
o

O~ e OH —_— H;N—%}:—OWV
1.5 eq. CISO,NH, © 7
1hRT

Abbildung 84. Synthese von Octyldisulfamat 7.

Generelle Durchflihrung: (Synthese wie bei Winum et. al**®) 1,8-Octandiol (200 mg, 1.37 mmol) wurde
zusammen mit Sulfamylchlorid (236.3 mg, 2.1 mmol) in DMA (3 mL) gel6st und fiir 3 Stunden bei RT
geruhrt. Die Aufarbeitung erfolgte durch Quenchen der Reaktion mit Eiswasser und anschlieRender
Extraktion des Produktes aus der wéassrigen Phase mit Essigsaureethylester. Die organische Phase wurde
einmal mit Na2COs-L6sung und dreimal mit Wasser gewaschen. Die anschlieRende Trocknung erfolgte
mit Na,SOs. Nach Trocknung wurde das organische Losungsmittel abgezogen und das Produkt
sdulenchromatographisch mit Petrolether/Essigester (8:2) gereinigt.

Charakterisierung von 7:
Ausbeute: 358 mg, 1.23 mmol, 85,3 %

IH-NMR (500 MHz, DMSO-d®): & (ppm) = 7.35 (s, 4H, 2 NH>), 3.99 (m, 4H, Hy + Hs), 1.61 (m, 4H, H,
+ Hy), 1.24 (m, 8H, Hs - He).

ESI-MS (+) (CsH20N206S2, M = 304.08): 327.07 ([M+Na]"*).

6.2.1.8 Triethylenglycol-disulfamat (8)

o
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Abbildung 85. Synthese von Triethylenglycol-disulfamat

Generelle Durchfiihrung: Triethylenglycol (165 mg, 150 pL, 1.1 mmol) wurde zusammen mit
Sulfamylchlorid (250 mg, 1.8 mmol) in Acetonitril (10 mL) geldst und fur 3 h bei 50 °C geruhrt. Der
entstandene Feststoff wurde mehrmals mit Acetonitril (10 mL) gewaschen, in Methanol (10 mL) geldst
und anschlieBend das Methanol unter verminderten Druck entfernt. Der Riickstand wurde anschlie3end
mehrmals mit DCM gewaschen und getrocknet.
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Charakterisierung von 8:
Ausbeute: 113 mg, 0.3 mmol, 33.5 %

'H-NMR (500 MHz, DMSO-d6): § (ppm) = 4.1 (m,4H, 2 NHy), 3.64 (m, 4H, Hy + Hs), 3.5 - 3.4 (8H, Ha
- Hs).

6.2.1.9 3-O-Acetylbetulinsaure (9)

on Essigsdureanhydrid oH

0 . Q v
o Riickfluss, 4 h )J\D 0

Abbildung 86. Synthese von 3-O-Acetylbetulinsaure 9.

Generelle Durchfiihrung: Betulinsaure (10 g, 21.8 mmol) und Essigsaureanhydrid (250 mL, 3.25 mol)
werden fur 4 h am Ruckflusskiihler bis zum Sieden erhitzt. Nach Abkihlen des Gemisches wird die
Losung langsam unter standigem Rihren auf Eiswasser (ca. 1 L) gegossen. Der entstandene
Niederschlag wird abfiltriert, mehrmals mit heilem Wasser gewaschen und anschlieBend tber Nacht
getrocknet. Das getrocknete Produkt wird anschlieRend in Ethanol (250 mL, 70% mit Wasser)
aufgenommen und weitere 8 h unter Rickfluss gekocht. Die Aufreinigung erfolgte
séulenchromatographisch mit Petrolether/Essigester (3:1).

Charakterisierung von 9:
Ausbeute: 8.4 g, 16.8 mmol, 71.2 %

IH-NMR (400 MHz, CDCls): & (ppm) = 4.67 (d, 1H, Hzo), 4.54 (d, 1H, Has), 4.35 (dd, 1H, 3Jun = 10.9
+ 4.5 Hz, Hs), 2.92 (M, 1H Has), 2.26 (d, 1H, Hus), 2.17 (M, 1H, Ha1), 2.04 (s, 3H, Hs,), 1.98 (m, 1H,
C21H)1.84-0.77 (40H).

ESI-MS (-) (Ca2Hs004, M = 498.37): 497.33 ([M-H]"), 995.20 ([2M-H]"), 1017.53 ([2M-2H+Na]").

6.2.2 Sulfonamide

6.2.2.1 Sulfonamid der Acetylbetulinséure (10)

(o]

cl 0
H T

OH cl N ™S-NH,
i

)
0 0 - o 0 o

)J\O DMF |, Taurinamid /U\o 10
9 RT, 12h

Abbildung 87. Synthese von 3-O-Acetylbetulinsaure-28-taurinamid 10.

Generelle Durchfiihrung: 8 (300 mg, 0.60 mmol) wurde in trockenem Dichlormethan geldst und unter
Ruhren mit Oxalylchlorid (100 pL, 148.3 mg, 1.2 mmol) versetzt. Nach 30 min wurde das Lésungsmittel
unter Hitze und verminderten Druck abgezogen. In einem zweiten ReaktionsgefaR wurden Taurinamid
(150 mg, 1.2 mmol) und Triethylamin (300 pL, 215 mg, 2 mmol) in einem Gemisch aus trockenem
Dichlormethan (20 mL) und trockenem Dimethylformamid (5 mL) gel6st und langsam zu dem zuvor
hergestellten Saurechlorid, ebenfalls geldst in trockenem Dichlormethan, hinzugegeben. Das Gemisch
wurde Uber Nacht bei RT gerthrt, anschliefend wurde das Losungsmittel abgezogen, das Produkt in
Essigsédureethylester aufgenommen und mit Wasser gewaschen. Nach Trocknen tiber Na,SO4 wurde das
Losungsmittel erneut abgezogen. Die Reinigung des Rohprodukts erfolgt sdulenchromatographisch mit
DCM / Methanol (15:1).
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Charakterisierung von 10:
Ausbeute: 247 mg, 0.41 mmol, 68.2 %

'H-NMR (400 MHz,CDCls): § (ppm) = 6.47 (t, 1H, CONH), 5.38 (s, 2H, NH2), 4.71 (d, 1H, Has), 4.58
(d, 1H, Hao), 4.46 (dd, 1H, 33"+ =10.9 Hz + 4.3 Hz, H3), 3.75 (M, 2H, Has), 3.26 (m, 2H, Hs), 2.39 (m,
1H, Hao, 2.05 (M, 1H, His), 2.02 (s, 3H, Hay), 1.76-0.77 (40H).

6.2.2.2 3-Hemisuccinat-28-O-acetylbetulinyl ~ (11a) und 3-(2-Methyl-hemisuccinat)-28-O-
acetylbetulinyl (11b)

(o]
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Abbildung 88. Synthese von 3-Hemisuccinat-28-O-acetylbetulinyl (11a) und 3-(2-Methyl-hemisuccinat)-28-0-
acetylbetulinyl (11b).

Generelle Durchfilhrung: 1b (1 g, 1.7 mmol) wurde zusammen mit einer katalytischen Menge an DMAP
in trockenem Pyridin (10 mL) gel6st. Bernsteinsédureanhydrid/ 2-Methylbernsteinséureanhydrid,
ebenfalls geldst in trockenem Pyridin (5 mL), wurde anschliefend hinzugegeben und das
Reaktionsgemisch fur 15 Stunden unter Rickfluss gekocht. Nach Beenden der Reaktion wurde das
Gemisch auf Eiswasser (500 mL) gegeben und das Produkt mehrmals mit Dichlormethan aus der
waéssrigen Losung extrahiert. Die vereinigte organische Phase wurde anschlieRend erst mit einer 5 %igen
HCI, dann mit gesattigter NaHCOs und zuletzt mit H.O gewaschen. Nach Trocknen (iber Na,SO4 wurde
das Losungsmittel abgezogen und die Reinigung des Rohprodukts erfolgt sdulenchromatographisch mit
DCM / Methanol (15:1).

Charakterisierung von 11a:
Ausbeute: 774 mg,1.26 mmol, 56 %

IH-NMR(400 MHz, CDCls): & (ppm) = 4.69 (d, 1H, Has), 4.55 (d, 1H, Has), 4.36 (dd, 1H, 3Jnn = 11.2
Hz + 4.6 Hz, Hs), 4.26 (d, 1H, 2= 11.0 Hz, Has), 3.74 (d, 1H, 23 = 10.9 Hz, Hag), 2.68 (m, 2H,
H34), 2.49 (m, 2H, H35), 2.04 (S, 3H, ng), 1.90-0.79 (42H).

ESI-MS (-) (CssHsc0s, M = 584.41): 584.16 ([M-HT), 1167.73 ([2M-H]").

Charakterisierung von 11b:
Ausbeute: 403 mg, 0.67 mmol, 30 %

IH-NMR(400 MHz, CDCls): 8 (ppm) = 4.69 (d, 1H, Has), 4.55 (d, 1H, Has), 4.36 (dd, 1H, *Jun = 11.2
Hz + 4.6 HZ, H3), 4.26 (d, 1H, 2\]H.HZ 11.0 HZ, Hzg), 3.74 (d, 1H, 2JH.H =10.9 HZ, Hzg), 2.68 (m, 2H,
Has), 2.49 (M, 2H, Hs), 2.04 (s, 3H, Ha), 1.1 (m, 3H, Has'), 1.90-0.79 (42H).

ESI-MS (+) (C37H5805, M= 59842) 621.33 ([M+Na]+).
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6.2.2.3 28-Hemisuccinat-3-O-acetylbetulinyl ~ (12a) und  28-(2-Methyl-hemisuccinat)-3-O-
acetylbetulinyl (12b)
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Abbildung 89. Synthese von 28-Hemisuccinat-3-O-acetylbetulinyl (12a) und 28-(2-Methyl-hemisuccinat)-3-O-
acetylbetulinyl (12b).

Generelle Durchfiihrung: 1c (1 g, 1.7 mmol) wurde zusammen mit einer katalytischen Menge an DMAP
in trockenem Pyridin (10 mL) geldst. Bernsteinsaureanhydrid/ 2-Methylbernsteinsaureanhydrid,
ebenfalls geldst in trockenem Pyridin (5 mL), wurde anschlielend hinzugegeben und das
Reaktionsgemisch fur 15 Stunden unter Rickfluss gekocht. Nach Beenden der Reaktion wurde das
Gemisch auf Eiswasser (500 mL) gegeben und das Produkt mehrmals mit Dichlormethan aus der
waéssrigen Losung extrahiert. Die vereinigte organische Phase wurde anschlieRend erst mit einer 5 %igen
HCI, dann mit geséttigter NaHCO3 und zuletzt mit H,O gewaschen. Nach Trocknen tber Na;SO4 wurde
das Losungsmittel abgezogen und die Reinigung des Rohprodukts erfolgt sdulenchromatographisch mit
DCM / Methanol (15:1).

Charakterisierung von 12a:
Ausbeute: 942 mg, 1.36 mmol, 80.3 %,

'H-NMR (400 MHz, CDCls): & (ppm) = 4.69 (d, 1H, Has), 4.59 (d, 1H, C Has), 4.46 (dd, 1H, 3Jun =
11.2 Hz + 4.6 Hz, Hs), 4.26 (d, 1H, 2= 11.0 Hz, Has), 3.84 (d, 1H, 2Jn = 10.9 Hz, Has), 2.68 (m,
4H, Has + Has), 2.04 (5, 3H, Hay), 1.90-0.79 (42H).

ESI-MS (+) (C36H5605, M= 584.41): 607.33 ([M+Na]+).

Charakterisierung von 12b:
Ausbeute: 375 mg, 0.63 mmol, 28.3 %,

'H-NMR (400 MHz, CDCls): & (ppm) = 4.69 (d, 1H, Has), 4.59 (d, 1H, C Has), 4.46 (dd, 1H, 3Jun =
112 Hz+ 4.6 Hz, H3), 4,26 (d, 1H, 2JH.HZ 11.0 Hz, Hzg), 3.84 (d, 1H, 2JH.H =10.9 Hz, Hzg), 2.68 (m,
4H, Has + Has), 2.04 (s, 3H, Hsp), 1.2 (M, 3H, Has), 1.90-0.79 (42H).

ESI-MS (+) (CarHss06, M = 598.42): 621.40 ([M+Na]").

6.2.2.4 3-Hemisuccinat-taurinamid-28-O-acetylbetulinyl (13a) und 3-(2-Methyl-hemisuccinat)-
taurinamid-28-O-acetylbetulinyl (13b)

Hsz\/s NH;
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Abbildung 90. Synthese von Sulfonamid von 3-Hemisuccinat-taurinamid-28-O-acetylbetulinyl (13) und 3-O-
Acetylbetulinyl-28-hemisuccinat-taurinamid (14).

Generelle Durchfiihrung: 11a oder 11b (200 mg, 0.35 mmol) wurde zusammen mit einem Uberschuss
an DIPEA in DMF gel6st. Unter Riihren wird bei RT zunéchst eine stéchiometrische Menge an DCC,
geldst in DMF (2 mL), hinzugetropft, anschlielend eine stdchiometrische Menge an HOBT, gel6st in
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DMF (3 mL), und nach einer Aktivierungszeit von 10 min Taurinamid (87.5 mg, 0.7 mmol), ebenfalls
geldst in DMF, hinzugegeben. Die Reaktionslosung wurde bei RT fiir weitere 15 Stunden gerihrt. Zum
Entfernen des Ldsungsmittels wurde dieses unter verminderte Druck entfernt, der Rickstand in
Essigsaureethylester aufgenommen und zunéchst mit Ko,COs-Losung und dann mit Wasser gewaschen.
Die vereinigten organischen Phasen wurden tiber Na,SO4 getrocknen. Die Reinigung des Rohprodukts
erfolgt saulenchromatographisch mit Petrolether/Essigester (8:2).

Charakterisierung von 13a:
Ausbeute: 193.6 mg, 0.28 mmol, 80.1%

IH-NMR (400 MHz, DMSO-d®): § (ppm) = 8.00 (t, 1H, 2Ji.n= 5.1 Hz, CONH), 6.84 (s, 2H, NH), 4.67
(d, 1H, Has), 4.54 (d, 1H, Has), 4.33 (dd, 1H, 3Jun = 11.3 Hz + 4.6 Hz, Ha), 4.23 (d, 1H 2Jun = 11.1 Hz,
Has), 3.85 (d, 1H, 3Ju.n = 11.0 Hz, Has), 3.78 (M, 2H, Ha7), 3.36 (t, 2H, 33w = 7.2 Hz, Has), 2.68 (m, 1H,
Has), 2.50 (M, 1H, Has), 1.99 (s, 3H, Ha), 1.94-0.74 (42H).

ESI-MS (+) (CasHe2N20-S, M = 690.43): 714.02 ((M+Na]*), 1403.44 ([2M+Na]*).

Charakterisierung von 13b:
Ausbeute: 148 mg, 0.21 mmol, 77.3 %

IH-NMR (400 MHz, DMSO-d®): § (ppm) = 8.00 (t, 1H, Jin= 5.1 Hz, CONH), 6.84 (s, 2H, NH), 4.67
(d, 1H, Has), 4.54 (d, 1H, Has), 4.33 (dd, 1H, 3Jun = 11.3 Hz + 4.6 Hz, Ha), 4.23 (d, 1H 2Jun = 11.1 Hz,
Has), 3.85 (d, 1H, 3Jun = 11.0 Hz, Has), 3.78 (M, 2H, Hs7), 3.36 (t, 2H, 33 = 7.2 Hz, Has), 2.68 (m, 1H,
Has), 2.50 (M, 1H, Has), 1.99 (s, 3H, Haz), 1.1 (M, 3H, Has"), 1.94-0.74 (42H).

ESI-MS (+) (CasHesN207S, M = 704.44): 705.13 ([M+H]*), 727.40 (100, [M+Na]*).

6.2.2.5 28-Hemisuccinat-taurinamid-3-O-acetylbetulinyl (14a) und 28-(2-Methyl-hemisuccinat)-
taurinamid-3-O-acetylbetulinyl (14b)
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Abbildung 91. Synthese von 28-Hemisuccinat-taurinamid-3-O-acetylbetulinyl (14a) und 28-(2-Methyl-
hemisuccinat)-taurinamid-3-O-acetylbetulinyl (14b).

Generelle Durchfiihrung: 12a oder 12b (150 mg, 0.25 mmol) wurde zusammen mit einem Uberschuss
an DIPEA in DMF gel6st. Unter Ruhren wird bei RT zunéchst eine stéchiometrische Menge an DCC,
geldst in DMF (2 mL), hinzugetropft, anschlielfend eine stéchiometrische Menge an HOBT, gel6st in
DMF (3 mL), und nach einer Aktivierungszeit von 10 min Taurinamid (87.5 mg, 0.7 mmol), ebenfalls
geldst in DMF, hinzugegeben. Die Reaktionsldsung wurde bei RT fiir weitere 15 Stunden geriihrt. Zum
Entfernen des Ldsungsmittels wurde dieses unter verminderte Druck entfernt, der Rickstand in
Essigsaureethylester aufgenommen und zunéchst mit KoCOs-Ldsung und dann mit Wasser gewaschen.
Die vereinigten organischen Phasen wurden lber Na,SO. getrocknen. Die Reinigung des Rohprodukts
erfolgt sdulenchromatographisch mit Petrolether/Essigester (8:2).

Charakterisierung von 14a:
Ausbeute: 162.3 mg, 0.23 mmol, 92 %

'H-NMR (400 MHz, DMSO-d): § (ppm) = 8.01 (t, 1H, 3Ju.i = 5.1 Hz, CONH), 6.85 (s, 2H, NH,), 4.68
(d, 1H, Hao), 4.55 (d, 1H, Hao), 4.34 (dd, 1H, . = 11.3 Hz + 4.6 Hz, Hs), 4.22 (d, 1H 2y = 11.1 Hz,
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st), 3.73 (d, 1H, 3JH.H =11.0 Hz, st), 3.39 (m, 2H, H37), 3.05 (t, 2H, 3JH.H =7.2 Hz, H38), 2.52 (m, 1H,
Has), 2.32 (M, 1H, Has), 1.97 (s, 3H, Ha), 1.94-0.74 (42H).

ESI-MS (+) (CasHe2N207S, M = 690.43): 691.13 ([M+H]*), 713.40 ([M+Na]").
Charakterisierung von 14b:
Ausbeute: 128.3 mg, 0.18 mmol, 74 %

IH-NMR (400 MHz, DMSO-d®): 8 (ppm) = 8.01 (t, 1H, *Juui = 5.1 Hz, CONH), 6.85 (5, 2H, NH), 4.68
(d, LH, Has), 455 (d, 1H, Has), 4.34 (dd, 1H, 3Jps = 11.3 Hz + 4.6 Hz, Hy), 4.22 (d, 1H 20w = 11.1 Hz,
Has), 3.73 (d, 1H, 3 = 11.0 Hz, Has), 3.39 (M, 2H, Har), 3.05 (t, 2H, *Jun = 7.2 Hz, Hag), 2,52 (m, 1H,
Hss), 2.32 (m, 1H, Hss), 1.97 (s, 3H, Hsz), 1.1 (m, 3H, Has’), 1.94-0.74 (42H).

ESI-MS (+) (CasHe:N20-S, M = 704.44): 705.13 (17, [M+H]"*), 727.40 (100, [M+Na]")

6.2.3 Acetazolamid basierte Konjugate

6.2.3.1 5-Amino-1,3.4-thiadiazol-2-sulfonamid (15)
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Abbildung 92. Synthese von 5-Amino-1,3.4-thiadiazol-2-sulfonamid (15).

Generelle Durchfuhrung: Acetazolamid (3g, 13.5 mmol) wurde in 37 % HCI (20 mL) geldst und fur
3 Stunden unter Riickfluss erhitzt. AnschlieBend wurde die Reaktionslésung mit einer konz. NaOH-
Losung auf pH = 7 gebracht. Nach Zugabe von NaCl wurde die wassrige Phase dreimal mit THF
extrahiert und die vereinigte organische Phase unter verminderten Druck eingeengt.

Charakterisierung von 15:

Ausbeute: 1,4g, 7,8 mmol, 57.6 %

IH-NMR (400 MHz, DMSO-d®): § (ppm) = 8.03 (s, 2H, NH>), 7.78 (s, 2H, NH,).
ESI-MS (-) (C2HaN4O,S,, M = 179.98): 178.9 ([M-H]").

6.2.3.2  5-Amino-1,3.4-thiadiazol-2-sulfonamid -hemisuccinat (16)

090
0
HoN—_-S-_5=0 ‘V\_\f o H s %o
jﬁfﬁ "NH, - HOJ\A”/N\«f SN
3.5 h Riickfluss 0 N-N :

15 16

Abbildung 93. Synthese von 5-Amino-1,3.4-thiadiazol-2-sulfonamid-hemisuccinat (16).

Generelle Durchfiihrung: 15 (300 mg; 1.6 mmol) wurden in Acetonitril (10 mL) geldst und
Bernsteinséureanhydrid (170 mg; 1.6 mmol) hinzugegeben. Die Reaktion wurde fur 3.5 h unter
Ruckfluss gekocht und weitere 12 h bei RT gertihrt. Der ausgefallen Feststoff wurde abfiltriert und
getrocknet.

Charakterisierung von 16:
Ausbeute: 328mg, 1.17mmol, 73.2%

'H-NMR (400 MHz, DMSO-d®): & (ppm) = 8.28 (s, 2H, NH), 2.9 (s, H, NH), 2.74 (m, 2H, Hs), 2.58
(m, 2H, Ha).

ESI-MS (+) (CeHsN4OsSz, M = 279.98): 289.9 ([M+H]").
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6.2.3.3  5-Amino-1,3.4-thiadiazol-2-sulfonamid -hemisuccinat-aminodiethylenglycol (17)
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Abbildung 94. Synthese von 5-Amino-1,3.4-thiadiazol-2-sulfonamid -hemisuccinat-aminodiethylenglycol (17).

Generelle Durchfiihrung: 16 (200 mg; 0.7 mmol) wurden in Acetonitril (50 mL) gel6st und erwérmt.
Anschlieend wurden DIPEA, DCC und HOBT zur Reaktion gegeben und fur 10 min bei RT gerihrt.
Das aktivierte Carbonsaurederivat wurde anschlielend zu einer Lésung aus 10 mL Acetonitril mit
Diglycolamin (70 pL; 73.6 mg; 0.7 mmol) tropfenweise hinzugegeben und fiir 18 h bei RT gerihrt. Das
entstandene DCU wurde abfiltriert und das Ldsungsmittel unter verminderten Druck entfernt. Die
Reinigung des Rohprodukts erfolgt sdulenchromatographisch mit Dichlormethan/Methanol (10:1.5).

Charakterisierung von 17:
Ausbeute: 71.5 mg, 0.19 mmol, 28 %

'H-NMR (400 MHz, DMSO-d®): & (ppm) = 8.28 (s, 2H, NH>), 4.54 (s, H, OH), 3.47 (dd, 2H, Hs), 3.38
(M, 4H, He + Hio ), 3.15 (M, 4H, Hs + Hs ), 2.71 (m, 2H, Hy).

6.2.3.4 3-O-Acetylbetulinyl-28-hemisuccinat-5-amino-1,3.4-thiadiazol-2-sulfonamid (18)
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Abbildung 95. Synthese von 3-O-Acetylbetulinyl-28-hemisuccinat-5-amino-1,3.4-thiadiazol-2-sulfonamid (18).

Generelle Durchfihrung: 12 (160 mg; 0.27 mmol) wurden in 10 mL trockenem Dichlormethan gel6st,
Oxalylchlorid (85 pL; 63 mg; 0.5 mmol) und katalytische Mengen DMF zu der Reaktion hinzugegeben
und fiir 2 h bei RT geruhrt. Das Lésungsmittel wurde Uber eine Briicke bei 50 °C abgezogen und das
entstandene Sdurechlorid erneut in 15 mL trockenem Dichlormethan aufgenommen. 15 (97 .2 mg; 0.5
mmol) wurde in 2 mL DMF gel6st, zu dem geldsten Saurechlorid hinzugegeben und Gber Nacht bei RT
geriihrt. Nach Beenden der Reaktion wurde das Losungsmittel entfernt, der Rickstand in
Essigsdureethylester aufgenommen und mehrfach mit Wasser gewaschen. Die vereinigten organischen
Phasen wurden mit Hilfe von Na,SO, getrocknet und das Losungsmittel erneut entfernt. Die
Aufreinigung erfolgte sdulenchromatographisch mit Dichlormethan/Methanol (2.5:1) gereinigt werden.

Charakterisierung von 18:
Ausbeute: 49.8 mg, 0.067 mmol, 13 %

IH-NMR(400 MHz, DMSO-d®): § (ppm) 8.28 (s, 2H, NH,), 5.71 (s, H, NH) 4.67 (d, 1H, Hzs), 4.50 (d,
1H, Hao), 4.36 (dd, 1H, Hs), 4.19 (d, 1H, Has), 3.74 (d, 1H, Has), 2.82 (m, 2H, Haz), 2.67 (M, 2H, Has),
1.97 (s, 3H, Ha), 1.90-0.79 (42H).

ESI-MS (-) (CssHssN4O7S2, M = 746.4): 745.4 ([M-H]).
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6.2.3.5 3-O-Acetylbetulinsdure- aminodiethylenglycol-amid (19)
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Abbildung 96. Synthese von 3-O-Acetylbetulinsaure- aminodiethylenglycol-amid (19).

Generelle Durchfiihrung: Acetylbetulinséure (1g; 2 mmol) wurde in 20 mL trockenem DCM gel6st,
Oxalylchlorid (470 uL; 317.3 mg; 2.5 mmol) zu der Reaktion hinzugegeben und fur 15 min bei RT
gertihrt. Das Losungsmittel wurde (ber eine Bricke bei 50 °C abgezogen und das entstandene
Sdurechlorid erneut in 15 mL trockenem Dichlormethan aufgenommen. In einem zweiten Kolben wurde
in 10 mL trockenem Dichlormethan Diglycolamin (278 uL; 262.8 mg; 2.5 mmol) und Triethylamin
(184 pL; 252.5 mg; 2.5 mmol) vorgelegt und auf 0 °C gekuhlt. Das Saurechlorid wurde anschlief?end
langsam zu dem vorgelegten Diglycolamin hinzugetropft und fiir 2 h bei 0°C geruihrt. Nach Beenden
der 2 h wurde das Eis entfernt und die Reaktion fur weitere 3.5 h bei RT geruhrt. Die Aufreinigung
erfolgte durch Waschen mit NaCl-Ldsung und Wasser und anschlieBendem trocknen der organischen
Phase mit Na;SO4. Nach Entfernen des Losungsmittels konnte das Gemisch saulenchromatographisch
mit Dichlormethan/Methanol (100:1) gereinigt werden.

Charakterisierung von 19:
Ausbeute: 980 mg, 1.67 mmol, 83.7 %

IH-NMR (400 MHz, CDCls):  (ppm) = 6.02 (t, 1H, NH), 4.72 (d, 1H, Has), 4.58 (d, 1H, Has), 4.45 (dd,
1H, Hs), 3.72 (d, 2H, Has), 3.55 (d, 4H, Has + Has ), 3.39 (dd, H, Has), 3.09 (dd, Has), 2.42 (m, 1H, Hao),
2.02 (M, 3H, Hap), 1.94-0.74 (42H).

ESI-MS (-) (CssHssNOs, M = 585.4): 584.5 ([M-H]"); 620.5 ([M+CI])

6.2.3.6 3-O-Acetylbetulinsaure- (aminodiethylenglycol-amid)-hemisuccinat (20)
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Abbildung 97. Synthese von 3-O-Acetylbetulinséure- (aminodiethylenglycol-amid)-hemisuccinat (20).

Generelle Durchfiihrung: 19 (500 mg; 0.85 mmol) wurde in trockenem Pyridin gelést, DMAP
(katalytische Menge) und Bernsteinsaureanhydrid (430 mg; 4.3 mmol) hinzugegeben und fiir 3.5 h unter
Ruckfluss gekocht. Die Aufarbeitung erfolgte durch Quenschen mit Wasser und einer anschlieRenden
Extraktion der wéssrigen Phase mit Essigsaureethylester. Die vereinigten organischen Phasen wurden
mit lauwarmen Wasser gewaschen und anschlieRend lber Na,SO. getrocknet. Nach Entfernen des
Losungsmittels erfolgte eine s&ulenchromatographische Reinigung mit Dichlormethan/Methanol
(10:0.5).

Charakterisierung von 20:
Ausbeute: 437 mg, 0.64 mmol, 75 %

'H-NMR (400 MHz, CDCls):  (ppm) = 6.02 (t, 1H, NH), 4.73 (d, 1H, Has), 4.59 (d, 1H, Has), 4.45 (dd,
1H, Hs), 3.64 (d, 4H, Has + Hse), 3.51(d, 2H, Has), 3.43 (dd, H, Hss), 3.12 (dd, H, Has), 2.66 (M, 4H, Has
+ Hao ), 2.40 (M, 1H, Hig), 2.03 (M, 3H, Hso), 1.94-0.74 (42H).

ESI-MS (-) (Ca0HesNOs, M = 685.6): 684.6 ([M-H]").
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6.2.3.7 Acetylbetulinsdure- (aminodiethylenglycol-amid)-hemisuccinat-5-amino-1,3.4-thiadiazol-
2-sulfonamid (21)
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Abbildung 98. Synthese von Acetylbetulinsédure- (aminodiethylenglycol-amid)-hemisuccinat-5-amino-1,3.4-
thiadiazol-2-sulfonamid (21).

Generelle Durchfihrung: 20 (250 mg; 0.36 mmol) wurden in 10 mL trockenem Dichlormethan gel6st,
Oxalylchlorid (50 pL; 74 mg; 0.6 mmol) zu der Reaktion hinzugegeben und fiir 2 h bei RT gertihrt. Das
Losungsmittel wurde (ber eine Briicke bei 50 °C abgezogen und das entstandene Saurechlorid erneut in
10 mL trockenem Dichlormethan aufgenommen. 15 (97 .2 mg; 0.5 mmol), geldst in 2 mL DMF, wurde
zu dem geldsten Séaurechlorid hinzugegeben und tiber Nacht bei RT geriihrt. Nach Beenden der Reaktion
wurde das Lésungsmittel entfernt, der Riickstand in Essigsaureethylester aufgenommen und mehrfach
mit Wasser gewaschen. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit Hilfe von Na,SO, getrocknet
und das Lésungsmittel erneut entfernt. Die Aufreinigung erfolgte sdulenchromatographisch mit
Dichlormethan/Methanol (20:1).

Charakterisierung von 21:
Ausbeute: 123 mg, 0.145 mmol, 40.3 %

IH-NMR(400 MHz, DMSO-d%): & (ppm) = 7.53 (s, 1H, NH), 7.40 (s, 1H, NH), 4.63 (d, 1H, Has),
4.50 (d, 1H, Hao), 4.35 (dd, 1H, Hs), 4.04 (d, 2H, Has), 3.51 (d, 2H, Hse), 3.37 (d, 2H, Hss), 3.43 (dd, H,
Has), 3.12 (dd, H, Has), 2.66 (M, 2H, Hag), 2.48 (M, 2H, Hao) 2.03 (M, 3H, Hz), 1.94-0.74 (42H).

6.2.4 Saccharin-Derivate ohne Betulin

6.2.4.1 2-[2-(3-Methoxyphenyl)-2-oxoethyl]-1,2-benzothiazol-3 (2H)-on-1,1-dioxid (22)
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Abbildung 99. Synthese von 2-[2-(3-Methoxyphenyl)-2-oxoethyl]-1,2-benzothiazol-3 (2H)-on-1,1-dioxid (22).

Generelle Durchfiihrung: Saccharin (350, mg, 1.9 mmol) wurden in trockenem DMF gel6st und
vorsichtig Kaliumcarbonat (290 mg, 2 mmol) hinzugegeben. Nach 5 min erfolgte anschlielend die
Zugabe von 2-Bromo-3'-methoxyacetophenon (480 mg, 2.1 mmol). Das Gemisch wurde fiir 72 Stunden
auf 80 °C erhitzt und nach Beenden der Reaktion in Essigester aufgenommen, mehrmals mit Wasser
gewaschen und die vereinigten organischen Phasen (ber Na,SOs getrocknet. Die Reinigung des
Rohprodukts erfolgt sdulenchromatographisch mit Petrolether/Essigester (7:3).

Charakterisierung von 22:
Ausbeute: 178.3 mg, 0.26 mmol, 74 %

IH-NMR (400 MHz, CDCls): & (ppm) = 8.05 - 794 (m, 4H, Hy - Hs), 7.7 - 7.14 (M, 4H, Hio - Hs), 3.85
(S, 3H, H15).

109



6.2.4.2 2-(4-Methylbenzyl)-1,2-benzothiazol-3(2H)-on-1,1-dioxid (23)

0 . 8.0
DMEF; K,COs 0
24 h, 80 °C 23

Abbildung 100. Synthese von 2-(4-Methylbenzyl)-1,2-benzothiazol-3(2H)-on-1,1-dioxid (23).

Generelle Durchfiihrung: Saccharin (350, mg, 1.9 mmol) wurden in trockenem DMF geldst und
vorsichtig Kaliumcarbonat (290 mg, 2 mmol) hinzugegeben. Nach 5 min erfolgte anschlielend die
Zugabe von 4-Methylbenzylbromid (480 mg, 2.1 mmol). Das Gemisch wurde fiir 72 Stunden auf 80 °C
erhitzt und nach Beenden der Reaktion in Essigester aufgenommen, mehrmals mit Wasser gewaschen
und die vereinigten organischen Phasen tiber Na.SO.getrocknet. Die Reinigung des Rohprodukts erfolgt
séulenchromatographisch mit Petrolether/Essigester (7:3).

Charakterisierung von 23:

Ausbeute: mg, mmol, %

IH-NMR (400 MHz, CDCls): § (ppm) = 8.05 - 7.78 (m, 4H, Hz - Hs), 7.27 (d, 2H, Hu1 + His), 7.42 (d,
2H, Hypo + H14), 487 (S, 2H, Hg), 4.64 (S, 3H, Hls).

ESI-MS (-) (C15H1sNO3sS M = 287.1): 286.0 ([M-H]) ; 318.1 ((M+MeOH-H])
6.2.4.3 2-(4-Bromobenzyl)-1,2-benzothiazol-3(2H)-on-1,1-dioxid (24)
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Abbildung 101. Synthese von 2-(4-Bromobenzyl)-1,2-benzothiazol-3(2H)-on-1,1-dioxid (24).

Generelle Durchfiihrung: Saccharin (350, mg, 1.9 mmol) wurden in trockenem DMF gel6st und
vorsichtig Kaliumcarbonat (290 mg, 2 mmol) hinzugegeben. Nach 5 min erfolgte anschlielend die
Zugabe von 4-Bromobenzylbromid (540 mg, 2.1 mmol). Das Gemisch wurde fir 72 Stunden auf 80 °C
erhitzt und nach Beenden der Reaktion in Essigester aufgenommen, mehrmals mit Wasser gewaschen
und die vereinigten organischen Phasen tiber Na,SO4getrocknet. Die Reinigung des Rohprodukts erfolgt
sdulenchromatographisch mit Petrolether/Essigester (7:3).

Charakterisierung von 24:

Ausbeute: mg, mmol, %

IH-NMR (400 MHz, CDCl3): 5 (ppm) = 8.05 - 7.87 (m, 4H, H. - Hs), 747 (d, 2H, Hu1 + His), 7.39 (d,
2H, Hyo + H14), 4.85 (S, 2H, Hg).

ESI-MS (-) (C1eH10BrNOsS, M = 350.3): 349.3 ([M-H]) ; 700.5 ([2M-H]")
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6.2.5 Saccharin-Derivate mit Betulin

6.2.5.1 Betulinyl-28-propionat (25a) und Betulinyl-di-3,28-propionat (25b)

1 DCM, 0°C
2. RL.5h

Abbildung 102. Synthese von Betulinyl-28-propionat (25a) und Betulinyl-di-3,28-propionat (25b).

Generelle Durchfiihrung: Betulin (5g, 11.3 mmol) wurden zusammen mit DMAP und Triethylamin in
trockenem DCM (50 mL) bei O °C suspendiert. Gleichzeitig wurde Propionsdureanydrid (1.8 g, 1,8 mL,
13.8 mmol) in trockenem DCM (10 mL) geldst und langsam Uber einen Tropftrichter hinzugegeben.
Das Eis wurde entfernt und die Reaktion flr weitere 5 Stunden bei RT geruihrt. Nach Beenden der
Reaktion wurde die organische Phase zuerst mit K:CO3z und dann mit Wasser gewaschen und (ber
Na;SO4 getrocknet. Die Reinigung des Rohprodukts erfolgt sdulenchromatographisch mit
Petrolether/Essigester (7:3).

Charakterisierung von 25a:
Ausbeute: 732 mg, 1,46 mmol, 13 %

'H-NMR (400 MHz, CDCls): & (ppm) = 4.69 (d, 1H, Hze), 4.55 (d, 1H, Hao), 4.26 (d, 1H, 2Ju.n= 11.0 Hz,
Has), 3.87 (d, 1H, H28), 3.16 (dd, 1H, Ha), 2.44 (M, 1H, Hus), 2.34 (s, 2H, Ha2), 2.34 (m, 3H, Ha3), 1.90-
0.79 (42H).

ESI-MS (+) (CasHs:03, M = 498.4): 481.4 ([M-H,0+H]") ; 537.4 (IM+K]*) ; 1019.8 ([2M+Na]*)

Charakterisierung von 25b:
Ausbeute: 2.86 g, 5.15 mmol, 46 %

IH-NMR (400 MHz, CDCl3): & (ppm) = 4.69 (d, 1H, Has), 4.55 (d, 1H, Has), 4.46 (dd, 1H, Hs), 4.26 (d,
1H, 2Ji.q= 11.0 Hz, Has), 3.83 (dd, 1H, Hag), 2.4 (M, 1H, His), 2.34 (s, 4H, Ha, + Haa), 2.34 (m, 6H,
His + Hse), 1.90-0.79 (42H).

6.2.5.2 Betulinyl-3-chloracetat-28-propionat (26)
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Abbildung 103. Synthese von Betulinyl-3-chloracetat-28-propionat (26).

Generelle Durchfiihrung: 25a (400 mg, 0.8 mmol) wurde in vorgetrocknetem Toluol (5 mL) geldst und
langsam Chloressigséurechlorid (128.3 pL, 90.35 mg, 1.6 mmol) hinzugegeben. Das Reaktionsgemisch
wurde fur 2 h unter stindigem Rihren auf 90 °C erwdrmt. Nach Beenden der Reaktion wurde
Essigsaureethylester zu dem Gemisch gegeben und dieses mit K,COs und Wasser gewaschen. Nach dem
Trocknen Uber Na,SOs wurde das organische Losungsmittel entfernt und das Produkt
séulenchromatographisch mit Petrolether/Essigester (8:2) aufgereinigt.

Charakterisierung von 26:

Ausbeute: 461 mg, 0.8 mmol, 100 %
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IH-NMR (400 MHz, CDCls): & (ppm) = 4.69 (d, 1H, Has), 4.59 (d, 1H, Hao), 4.53 (dd, 1H, Hs), 4.26 (d,
1H, 234 = 11.0 Hz Has), 4.04 (M, 2H, Hsp), 3.84 (d, 1H, 2Jp = 10.9 Hz, Has), 2.45 (M, 5H, His), 2.33
(M, 2H, Has), 1.15 (M, 3H, Has), 1.90-0.79 (42H).

ESI-MS (+) (Ca3HssClO04 M = 574.4): 629 ([M+Na+MeOH]*) ; 1172.0 ([2M+Na]*)
6.2.5.3 Betulinyl-di-(3,28)-chloracetat (27)
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Abbildung 104. Synthese von Betulinyl-di-3,28-chloracetat (27).

Generelle Durchfiihrung: Betulin (1g, 2.25 mmol) wurde geldst in vorgetrocknetem Toluol (20 mL) und
langsam Chloressigsaurechlorid (725 pL, 510.4 mg, 4.5 mmol) hinzugegeben. Das Reaktionsgemisch
wurde fur 2 h unter stindigem Rihren auf 90 °C erwédrmt. Nach Beenden der Reaktion wurde
Essigsaureethylester zu dem Gemisch gegeben und dieses mit K,COsund Wasser gewaschen. Nach dem
Trocknen (ber Na;SO, wurde das organische Losungsmittel entfernt und das Produkt
sdulenchromatographisch mit Petrolether/Essigester (8:2) aufgereinigt.

Charakterisierung von 27:
Ausbeute: 1.1 mg, 1.84 mmol, 82 %

IH-NMR (400 MHz, CDCl3): & (ppm) = 4.68 (d, 1H, Has), 4.58 (d, 1H, Has), 4.48 (dd, 1H, H3), 4.28 (d,
1H, 23un= 11.0 Hz Has), 4.04 (M, 2H, Ha, + Had), 3.84 (d, 1H, 234k = 10.9 Hz, Has), 2.45 (M, 5H, Hao),
1.90-0.79 (42H).

ESI-MS (+) (CasHs:Cl,04 M = 594.1): 596.1 ([M+2H]?*); 649.5 ([M+Na+MeOH]").

6.2.5.4 Betulinyl-3-acetyl-(1,2-benzisothiazol-3(2H)-on-1,1-dioxid)-28-propionat (28)
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Abbildung 105. Synthese von Betulinyl-3-acetyl-(1,2-benzisothiazol-3(2H)-on-1,1-dioxid)-28-propionat (28).

Generelle Durchfiihrung: Saccharin (63, mg, 0.34 mmol) wurden in trockenem DMA (5 mL) gelést und
vorsichtig Kaliumcarbonat (46.9 mg, 0.34 mmol) hinzugegeben. Nach 5 min erfolgte anschlieRend die
Zugabe von 26 (200 mg, 0.34 mmol). Das Gemisch wurde fir 3 Stunden auf 110 °C erhitzt und nach
Beenden der Reaktion in Essigester aufgenommen, mehrmals mit Wasser gewaschen und die
vereinigten organischen Phasen (ber Na,SO. getrocknet. Die Reinigung des Rohprodukts erfolgt
sdulenchromatographisch mit Petrolether/Essigester (7:3).

Charakterisierung von 28:
Ausbeute: 127.5 mg, 0.18 mmol, 52 %

IH-NMR (400 MHz, CDCl3): & (ppm) = 8.04 - 7.84 (m, 4H, Has - Ha1 ), 4.69 (d, 1H, Hao), 4.59 (d, 1H,
Has), 4.4 (M, 2H, Hss), 4.26 (d, 1H, 2= 11.0 Hz, Has), 4.08 (dd, 1H, Jun = 11.2 Hz + 4.6 Hz, H3),
3.84 (d, 1H, 2Jun = 10.9 Hz, Has), 2.45 (M, 5H, Hus), 2.33 (M, 2H, Hs), 1.90-0.79 (42H).
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ESI-MS (+) (Cs2HsoNO7S, M = 721.4): 744.6 ([M+Na]*); 776.5 ((M+Na+MeOH]*); 1466.0 ([2M+Na]*).
6.2.5.5 Betulinyl-di-3,28-acetyl-(1,2-benzisothiazol-3(2H)-on-1,1-dioxid)-28-propionat (29)
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Abbildung 106. Synthese von Betulinyl-di-3,28-acetyl-(1,2-benzisothiazol-3(2H)-on-1,1-dioxid)-28-propionat
(29).

Generelle Durchfiihrung: Saccharin (110 mg, 0.6 mmol) wurden in trockenem DMA (5 mL) gel6st und
vorsichtig Kaliumcarbonat (60 mg, 0.45 mmol) hinzugegeben. Nach 5 min erfolgte anschlielend die
Zugabe von 27b (180 mg, 0.3 mmol). Das Gemisch wurde fiir 3 h auf 110 °C erhitzt und nach Beenden
der Reaktion in Essigester aufgenommen, mehrmals mit Wasser gewaschen und die vereinigten
organischen Phasen Uber Na;SO, getrocknet. Die Reinigung des Rohprodukts erfolgt
séulenchromatographisch mit Petrolether/Essigester (7:3).

Charakterisierung von 29:
Ausbeute: 91 mg, 0.1 mmol, 17 %

'H-NMR (400 MHz, CDCls): 5 (ppm) = 8.04 - 7.84 (m, 8H, Has- Ha1 + Hss - Hay), 4.66 (d, 1H, Hao), 4.56
(d, 1H, Hao), 4.46 (M, 2H, Haz + Har), 4.46 (d, 1H, 2Jun= 11.0 Hz, Has), 4.12 (dd, 1H, 3Jp = 11.2 Hz +
4.6 Hz, Hs), 3.97 (d, 1H, 2Jun = 10.9 Hz, Hag), 2.39 (M, 5H, Hig), 1.90-0.79 (42H)

ESI-MS (+) (CasHeoN2O10S2, M = 888.4): 911.4 ([M+Na]").
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6.3 Zellkulturmethoden

6.3.1 Verwendete Zelllinien

Fir die Erstellung dieser Arbeit wurden die in Tabelle Tabelle 12 aufgefiihrten humanen Zelllinien und
die in Tabelle Tabelle 13 aufgefuhrten equinen Primarzellkulturen zur Durchfuhrung eines
Vorscreenings der zu untersuchenden Substanzen verwendet.

6.3.1.1 Humane Zelllinien

Tabelle 12. Ubersicht der verwendeten humanen Zelllinien mit der entsprechenden Bezeichnung, der zugehérigen
Zellart und der Herkunft der Zellen.

Bezeichnung der Zelllinien Zellart Zur Verfugung gestellt von

A375 Melamom Dr. Thomas Muller

A2780 Eierstockkarzinom (Universitatsklinikum Halle-

MCE7 Mammakarzinom Wlttgn_berg, Klinik fur Innere
Medizin,

NIH 3T3 Fibroblasten (mouse) Onkologie/Hamatologie)

6.3.1.2 Equine Primarzellkultur

Tabelle 13. Ubersicht der verwendeten equinen Zelllinien mit der entsprechenden Bezeichnung, der zugehérigen
Zellart und der Herkunft der Zellen.

Bezeichnung der Zelllinien ~ Zellart Zur Verfligung gestellt von
. Prof. Dr. Jessika-M.V. Cavalleri,
MelDuwi Melamom Tierarztliche Hochschule Hannover
sSRGO1 Equines Sarkoid _ _ _
SRGO? Equines Sarkoid Dr. Lisa Weber, Tierarztliche Hochschule
Hannover
PriFri2 Primére Fibroblasten

6.3.2 Zellkultivierung

Die humanen Zelllinien und die Normalzelllinie NIH3T3 (mouse) (Tabelle 12) wurden in RPMI 1640
Medium mit L-Glutamin, 10 % FKS und 1x Penicillin und Streptomycin bei 37 °C und 5% CO;
kultiviert. Die priméaren equnine Melanomzellen MelDuWi wurde in RPMI 1640 Medium mit stabilem
Glutamin, 10 % FKS und 1x Penicillin und Streptomycin bei 37 °C und 5 % CO- kultiviert. Sowohl die
priméren equinen Sarkoidzellen, als auch die equinen Fibroblasten wurden in DMEM high Glucose
Medium mit L-Gluatim, 10 % FKS und 1x Antibiotic/Antimycotic bei 37 °C und 5 % CO; kultiviert.
Aufgrund der GroRBe der Zellen wurden die priméren equinen Sarkoidzellen und die equinen
Fibroblasten, anders als die humanen Zelllinien und die equine Melanomzellen, in 75 cm? Flaschen
kultiviert.

6.3.3 Passagieren der Zellen

Das Passagieren der Zellen erfolgte bei Erreichen einer Konfluenz von 80 %, je nach Zelllinie entspricht
dies zwei bis drei Tagen. Bei den equinen Sarkoidzellen wurde eine Konfluenz von 80 % des Ofteren
auch erst nach vier Tagen erreicht, sodass ein Umsetzen der Zellen erst nach vier Tagen moglich war.
Das Passagieren erfolgte bei allen Zellarten auf die gleiche Weise. Nach Entfernen des alten Mediums
wurden der Zellrasen mit 4 mL PBS w/o Ca** & Mg?* gewaschen. Nach Zugabe von 1 mL Trypsin-
EDTA-L6sung wurden die Zellkulturflaschen kurz geschwenkt und die Zellen fiir etwa fiinf Minuten
bei 37 °C und 5 % CO; inkubiert. Zum Abstoppen der Reaktion wurden jeweils 4 mL frisches Medium
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zu den Zellen gegeben und diese durch mehrfaches Hoch - und Herunterpipettieren resuspendiert. Eine
entsprechende Menge der Suspension wurde in eine neue 25 cm? Zellkulturflasche, gefillt mit 5 mL
frischem Medium, Gberfihrt und bei 37 °C und 5% CO; kultiviert. Bei Kultivierung in 75 cm?
Zellkulturflaschen wurde sowohl zum Waschen der Zellen die doppelte Menge an PBS w/o Ca?" &
Mg?*, als auch die doppelte Menge an Trypsin-EDTA-L6sung und Medium zum Abstoppen verwendet.
Bei 75 cm? Zellkulturflaschen entsprach die Menge an neuem Medium 15 mL.

6.3.4 Einfrieren von Zellen

Freezing medium 70 % RPMI 1640/ DMEM Medium
20 % FKS
1x Penicillin und Streptomycin
10 % DMSO

Zur Sicherung des Zellbestandes wurden alle Zellen kurz nach Beginn der Kultivierung (dies entspricht
einer kleinen Passagierzahl) in flissigem Stickstoff weggefroren und darin gelagert. Fir das Einfrieren
werden die Zellen, wie in Abschnitt 6.3.3 beschrieben, abgeldst und in frischen Medium resuspendiert.
Zur Bestimmung der Zellzahl werden 10 pL der Suspension entnommen, mit 10 pL Trypan Blau
gemischt und mithilfe eines automatischen Cellcounters ausgezahlt. AnschlieBend wurde die
entsprechende Menge an Suspension, welche zwischen 2-3 Mio. Zellen enthielt, in ein 15 mL
Zentrifugenrohrchen tberfiihrt und fir 5 Minuten bei 1500 rpm und 4 °C abzentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen, das Zellpellet in 1 mL freezing medium aufgenommen und anschlieend die
Suspension in ein Kryoréhrchen tberfihrt. Fur die folgenden 15 Minuten wurden diese auf Eis gelagert,
um ein Eindringen des Frostschutzmittels (DMSO) in die Zellen zu gewahrleisten. Nach diesem ersten
Schritt wurden die Zellen in einen -20 °C gelagerten freezing container tberfuhrt und fiir zwei Stunden
bei -20 °C gelagert. Anschlieend erfolgte der dritte Einfrierschritt, bei welchem der freezing container
fir mindestens 24 Stunden bei -80 °C gelagert wird. Im letzten Schritt wurden die einzelnen
Kryoréhrchen in speziellen Lagersystemen in fliissigen Stickstoff tberfuhrt.

6.4 Untersuchung der Zytotoxizitat von Wirkstoffen
6.4.1 Sulforhodamin B-Assay

Das Ablésen der Zellen erfolgt wie im Abschnitt 6.3.3 beschrieben. Nach dem Resuspendieren der
Zellen in frischem Medium wurden 10 pL Zellsuspension entnommen und mit 10 pL Trypan Blau
gemischt. Die so angeférbten Zellen konnten anschlieend im automatischen Cellcounter ausgezéhlt
und die Vitalitat der Zellen bestimmt werden. Die Volumina mit der entsprechenden Zellzahl fiir das
Kultivieren der Zellen auf einer 96-well-plate (Tabelle 14) wurde mit frischem Medium auf 10 mL
verdunnt und jeweils 100 pL pro well aufgetragen. Dabei wurde fir die Bestimmung des Nullwertes in
der obersten Reihe der 96-well-plate keine Zellen aufgetragen. Pro Platte wurde eine Zelllinie
aufgetragen. Die Inkubation erfolgte bei 37 °C und 5 % CO; flir 24 Stunden.
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Tabelle 14. Ubersicht der eingesetzten Zellzahl pro well einer 96-well-plate in Abhangigkeit der verwendeten
Zelllinie fur eine Behandlungsdauer von 96 Stunden.

Zelllinie Zellzahl pro well Zelllinie Zellzahl pro well
A375 750 MCF7 2000
A2780 2000 FaDu 3000
HT29 2000 SW1736 4000
SRGO1/2 & PriFri2 5000 MelDuWi 4000

Fir die Behandlung der Zellen nach einer Inkubationszeit von 24 Stunden wurde zunéchst eine
Konzentrationsreihe der zu untersuchenden Wirkstoffe mit doppelter Konzentration in separaten
Reaktionsgefalien in frischem Medium angemischt. Je nach Wirkstoff lag der zu untersuchende
Konzentrationsbereich zwischen 1 uM und 100 UM, sodass sechs verschiedene Konzentrationen pro 96-
well-plate untersucht werden konnten. Pro well wurden 100 pL der doppelt konzentrierten
Mediumldsung aufgetragen, wobei in der zweiten Reihe 100 pL pures Medium fir die 100 % Kontrolle
aufgetragen wurde. Die nachfolgende Inkubation erfolgte fiir 96 Stunden bei 37 °C und 5 % CO,. Zum
Abstoppen der Behandlung wurde das Medium entfernt und in jedes well 100 uL TCA (10 %) gegeben.
Diese Fixierung erfolge mindestens fur zwei Stunden bei 4 °C. Anschlielend konnten die Platten am
Plattenwascher funfmal mit destilliertem Wasser gewaschen und daraufhin die Zellen mit 100 pL pro
well SRB-Ldsung (0,4 %) fir 40 Minuten bei RT angeféarbt werden. Nach 40-min(tiger Inkubation
erfolgten ein flinfmaliger Waschschritt mit Essigsaure (1 %) am Plattenwascher und ein anschlieRender
Trocknungsschritt ber Nacht. Das Auslesen der Platten erfolgte nach Ldsen des Farbstoffes in je
100 pL Tris-Puffer am plate reader bei einer Wellenldnge von 570 nm. Fir die Auswertung der Daten
wurde der Nullwert (Messwert der Reihe ohne Zellen) von allen Messwerten abgezogen. AnschlieRend
wurde die Zelldichte in Bezug zu den unbehandelten Zellen (100 % Kontrolle) genommen und mithilfe
des Programmes GraphPad Prism 9 eine Dosis-Wirkungskurve modelliert. Dabei wurde die Funktion
dose-response-Inhibition: log(inhibitor) vs. response (variable slope) verwendet. Pro Platte und
Wirkstoff wurden mindestens 12 technische und 3 biologische Replikate angefertigt.

6.4.2 Zeitabhangiger Sulforhodamin B-Assay

Die Messung des zeitabhéngigen Sulforhodamin B-Assay erfolgt wie in 6.4.1 beschrieben. Nach
Auftragen der doppelt konzentrierten Ldésungen wird im Unterscheid dazu schon nach einer
Behandlungsdauer von 3, 6, 12 und 24 Stunden das Medium entfernt und durch 200 pL frisches Medium
pro well ersetzt. Die Inkubation wurde danach bis 96 Stunden nach Start der Behandlung mit den
Wirkstoffen fortgesetzt. Das Abstoppen, Waschen und Auslesen der Platten erfolgte wie schon im
Abschnitt 6.4.1 beschrieben.

6.4.3 MTT-Assay

Das Abldsen der Zellen erfolgt wie im Abschnitt 6.3.3 beschrieben. Nach dem Resuspendieren der
Zellen in frischem Medium wurden 10 pL Zellsuspension entnommen und mit 10 pL Trypan Blau
gemischt. Die so angeférbten Zellen konnten anschlieend im automatischen Cellcounter ausgezéhlt
und die Vitalitat der Zellen bestimmt werden. Die Volumina mit der entsprechenden Zellzahl fur das
Kultivieren der Zellen auf einer 96-well-plate (Tabelle 14) wurde mit frischem Medium auf 10 mL
verdiinnt und jeweils 100 pL pro well aufgetragen. Dabei wurde fir die Bestimmung des Nullwertes in
der obersten Reihe der 96-well-plate keine Zellen aufgetragen. Pro Platte wurde eine Zelllinie
aufgetragen. Die Inkubation erfolgte bei 37 °C und 5 % CO, fir 24 Stunden. Fir die Behandlung der
Zellen nach einer Inkubationszeit von 24 Stunden wurde zunéchst eine Konzentrationsreihe der zu
untersuchenden Wirkstoffe mit doppelter Konzentration in separaten Reaktionsgefalen mit Medium
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angemischt. Je nach Wirkstoff lag der zu untersuchende Konzentrationsbereich zwischen 1 uM und
100 uM, wobei sechs verschiedene Konzentrationen pro 69-well-plate untersucht werden konnten. Pro
well wurden 100 pL der doppelt konzentrierten Mediumldsung aufgetragen, wobei in der zweiten Reihe
100 pL pures Medium fur die 100 % Kontrolle aufgetragen wurde. Die nachfolgende Inkubation
erfolgte fur 96 Stunden bei 37 °C und 5 CO.. Vier Stunden vor Erreichen der Behandlungsdauer von
96 h wurden 20 pL der zuvor frisch angemischten MTT stock solution (5mg/mL in PBS w/o Ca?* &
Mg?*) in jedes well gegeben. Die Inkubation wurde danach bis 96 Stunden nach Start der Behandlung
mit den Wirkstoffen fortgesetzt. Zum Abstoppen der Reaktion wurde das Medium entfernt und der
entstandene blaue Farbstoff in 100 uL DMSO pro well geldst. AnschlieBend erfolgte das Messen der
Absorption am plate reader bei einer Wellenldnge von 570 nm. Fir die Auswertung der Daten wurde
der Nullwert (Messwert der Reihe ohne Zellen) von allen Messwerten abgezogen. Anschlielend wurde
die Zelldichte in Bezug zu den unbehandelten Zellen (100 % Kontrolle) genommen und mithilfe des
Programmes GraphPad Prism eine Dosis-Wirkungskurve modelliert. Dabei wurde die Funktion dose-
response-Inhibition: log(inhibitor) vs. response (variable slope) verwendet. Pro Platte und Wirkstoff
wurden mindestens zwdlf technische und drei biologische Replikate angefertigt.

6.5 Untersuchung der Zelltodmechanismen
6.5.1 AnnexinV-Assay

Durchflihrung:

Fir die Durchfuhrung des AnnexinV-Assay wurden an Tag eins fur die equine Melanomzelllinie
MelDuWi 7.5 - 105, fiir die humane Melanomzelllinie A375 3 - 10° und sowohl fiir die Sarkoidzellen
sRGO2, als auch fiir die equinen Fibroblasten PriFri2 1 - 10° Zellen in 5 mL frischem Medium (25 cm?
Zellkulturflasche) bei 37 °C und 5% CO- inkubiert. Fir jede Substanz, jede Zelllinie und jeden
Zeitpunkt wurde eine Zellkulturflasche vorbereitet. An Tag zwei wurde das Medium aus den
Zellkulturflaschen entfernt und durch 10 mL Medium, versetzt mit der doppelten 1Cso-Konzentration
der jeweiligen Substanz und Zelllinie, ersetzt (die entsprechenden ICso-Werte sind in Tabelle 6
dargestellt). Die Zellen wurden bei 37 °C und 5 % CO; flir 24, 48 und 72 Stunden (fiir die Zelllinie
MelDuWi) inkubiert und alle anschlieBenden Schritte fiir jeden Zeitpunkt wiederholt. Das Medium
wurde in einem 50 mL Zentrifugenréhrchen gesammelt und die Zellen mit 4 mL PBS w/o Ca?* & Mg**
gewaschen und der Puffer ebenfalls in das gleiche Zentrifugenréhrchen tberfuhrt. Nach Zugabe von
1 mL Trypsin-EDTA erfolgte eine Inkubation von etwas funf Minuten bei 37 °C und 5 % CO,. Nach
vollstandigem Ablosen der Zellen wurden diese in 4 mL Medium aufgenommen und in das gleiche
Zentrifugenréhrchen Oberfihrt. Alle weiteren Schritte wurden auf Eis durchgefiihrt. Die Abgeldsten
Zellen wurden fiir fiinf Minuten bei 4 °C und 1500 rpm abzentrifugiert und der Uberstand verworfen.
Das entstandene Zellpellet, suspendiert in 1 mL PBS with Ca?* & Mg?", wurde in ein 1.5 mL
Reaktionsgefél uberfihrt und erneut fur funf Minuten bei 4 °C und 1500 rpm abzentrifugiert. Der
entstandene Uberstand wurde ebenfalls entsorgt, das Pellet in 1 mL PBS with Ca?* & Mg?* resuspendiert
und nochmals fur finf Minuten bei 4 °C und 1500 rpm abzentrifugiert. Vor dem Messen der Zellzahl
am Durchflusszytometer wurde das Pellet erneut in 1 mL PBS with Ca** & Mg?* aufgenommen und
gleichmaRig suspendiert. Es wurde eine 1:10 Verdiinnung mit PBS with Ca?* & Mg?* (50 pL Suspension
+ 450 puL PBS with Ca** & Mg?") hergestellt und nach dem Auszahlen der Zellzahl diese auf die
Gesamtmenge in 1 mL Suspension hochgerechnet. Bei Uberschreiten einer Zellmenge von 1 - 10°
Zellen/mL wurde die Uberschiissige Menge entnommen und der Rest erneut fur finf Minuten bei 4 °C
und 1500 rpm abzentrifugiert. AnschlieRend wurden die Zellen in AnnexinV-Bindepuffer aufgenommen
und dabei eine Konzentration von 1 - 10° Zellen/mL eingestellt. Je 100 pL der Kontrolle wurden in vier
neue 1.5 mL Reaktionsgefalle gegeben, von den behandelten Zellen wurde jeweils nur ein 1.5 mL

Reaktionsgefa? mit 100 pL Suspension vorbereitet. Eine Probe Kontrollzellen wurde mit 5 uL
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AnnexinV-FITC, eine weitere mit 3 pL PI-Stammlosung (1 mg/ml PBS with Ca** & Mg?*) und eine
dritte mit 5 ul AnnexinV-FITC und 3 pl PI-Stammldsung gemischt. Die vierte Probe Kontrollzellen ist
die unstained Kontrolle. Zu allen behandelten Proben wurden 5 pl AnnexinV-FITC und 3 pL PI-
Stamml6sung gegeben. Nach 15 Minuten Inkubation im Dunkeln bei RT wurde die Reaktion mit 400 pL
AnnexinV-Bindepuffer verdiinnt um ein Messvolumen von 500 pL zu erhalten. Im ersten Schritt wurde
eine Kompensation der beiden verwendeten Farbstoffe durchgefiihrt. Dazu wurde zunéchst die
unstained Probe gemessen und dabei die Spannungen der Detektoren BL-1 und BL-3 so eingestellt, dass
die Autofluoreszenzpeaks bei einer Intensitat von 10%ihre Maxima haben. Daraufhin wurde die nur mit
AnnexinV-FITC inkubierte Probe gemessen und das Gate fiir den Detektor BL-1 so verschoben, dass
nur die positiven Signale (bei rund 10°) enthalten sind. Das gleiche wurde mit der mit nur Pl inkubierten
Probe durchgefiihrt, wobei hier der Detektor BL-3 verwendet wurde. Anschliefend wurden von allen
Proben, welche sowohl AnnexinV-FITC und PI enthielten, drei Messungen durchgefiihrt. Wahrend der
Messung erfolgte eine Einteilung der Zellen in vier Populationen, welche fiir die spatere Auswertung
verwendet wurden.

6.5.2 Caspase 3-Assay

CaspGLOW Fluorescein Active Caspase 3 Staining Kit:
FITC-DEVD-FMK: 1 pL der gelieferten Lésung
Z-VAD-FMK: Inhibitor als negativ Kontrolle

Durchflihrung:

Fir die Durchfiihrung des Caspase 3-Assays wurden an Tag eins fir die equine Melanomzelllinie
MelDuWi 7.5 - 10° und fiir die humane Melanomzelllinie A375 3 - 10° in 5 mL frischem Medium
(25 cm? Zellkulturflasche) bei 37 °C und 5 % CO- inkubiert. Fur jede Substanz, jede Zelllinie und jeden
Zeitpunkt wurde eine Zellkulturflasche vorbereitet. An Tag zwei wurde das Medium aus den
Zellkulturflaschen entfernt und durch 10 mL Medium, versetzt mit der doppelten 1Cso-Konzentration
der jeweiligen Substanz und Zelllinie, ersetzt (die entsprechenden ICso-Werte sind in Tabelle 6
dargestellt). Die Zellen wurden bei 37 °C und 5 % CO; fiir 24, 48 und 72 Stunden (fiir die Zelllinie
MelDuWi) inkubiert und alle anschlieBenden Schritte fur jeden Zeitpunkt wiederholt. Das Medium
wurde in einem 50 mL Zentrifugenréhrchen gesammelt und die Zellen mit 4 mL PBS w/o Ca?* & Mg**
gewaschen und der Puffer ebenfalls in das gleiche Zentrifugenréhrchen tberfuhrt. Nach Zugabe von
1 mL Trypsin-EDTA erfolgte eine Inkubation von etwas funf Minuten bei 37 °C und 5 % CO,. Nach
vollstdndigem Ablésen der Zellen wurden diese in 4 mL Medium aufgenommen und in das gleiche
Zentrifugenréhrchen Oberfiihrt. Alle weiteren Schritte wurden auf Eis durchgefiihrt. Die Abgeldsten
Zellen wurden bei fir fiinf Minuten bei 4 °C und 1500 rpm abzentrifugiert und der Uberstand verworfen.
Das entstandene Zellpellet, suspendiert in 1 mL PBS with Ca?* & Mg?*, wurde in ein 1.5 mL
Reaktionsgefal? Gberfiihrt und erneut fir finf Minuten bei 4 °C und 1500 rpm abzentrifugiert. Der
entstandene Uberstand wurde ebenfalls entsorgt, das Pellet in 1 mL PBS with Ca?* & Mg?* resuspendiert
und nochmals fur finf Minuten bei 4 °C und 1500 rpm abzentrifugiert. Vor dem Messen der Zellzahl
am Durchflusszytometer wurde das Pellet erneut in 1 mL PBS with Ca** & Mg?* aufgenommen und
gleichmaRig suspendiert. Es wurde eine 1:10 Verdiinnung mit PBS with Ca?* & Mg?* (50 pL Suspension
+ 450 puL PBS with Ca?* & Mg?*) hergestellt und nach dem Auszahlen der Zellzahl diese auf die
Gesamtmenge in 1 mL Suspension hochgerechnet. Bei Uberschreiten einer Zellmenge von 1.5 - 10°
Zellen/mL wurde die Uberschiissige Menge entnommen und der Rest erneut fur fiinf Minuten bei 4 °C
und 1500 rpm abzentrifugiert. AnschlieBend wurde das Pellet in 300 pL Medium (komplett)
aufgenommen, zu jeder Probe 1 puL FITC-DEVD-FMK hinzugegeben und fir 60 min bei 37 °C
inkubiert. Anschlielend erfolgte ein zweimaliger Waschschritt mit je 1 mL Waschpuffer. Nach dem
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Aufnehmen der Pellets in je 1 mL PBS with Ca?* & Mg?** erfolgte die Messung der Fluoreszenzintensitéat
nach Anregung durch den BL1-Laser bei einer Wellenldnge von A = 488 nm. Dabei wird die Intensitat
des Lasers so eingestellt, dass der Peak der Kontrolle bei einer Fluoreszenzintensitit von 2 - 10° sein
Maximum hat. Nach dem Einstellen der Kontrolle wurden keine Anderungen mehr vorgenommen und
alle Proben dreimal hintereinander gemessen.

6.5.3 TUNEL-Assay
APO-BRDU-Kit von Phoenix Flow systems

DNA-Labeling Solution: 10 pL TdT Puffer (grun)

0.75 uL TdT Enzym (gelb)

8 puL Br-dUTP (violet)

32.5puL destilliertes Wasser
Antibody Solution: 5uL Fluorescein-PRB-1 (orange)

95 pL Rins-Buffer (rot)
Durchfthrung:

Fir die Durchfuhrung des TUNEL-Assays wurden an Tag eins fir die equine Melanomzelllinie
MelDuWi 7.5 - 10° Zellen in 5 mL frischem Medium (25 cm? Zellkulturflasche) bei 37 °C und 5 % CO,
inkubiert. Fr jede Substanz, jede Zelllinie und jeden Zeitpunkt wurde eine Zellkulturflasche vorbereitet.
An Tag zwei wurde das Medium aus den Zellkulturflaschen entfernt und durch 10 mL Medium, versetzt
mit der doppelten 1Cso-Konzentration der jeweiligen Substanz und Zelllinie, ersetzt (die entsprechenden
ICso-Werte sind in Tabelle 6 dargestellt). Die Zellen wurden bei 37 °C und 5 % CO; fur 24 Stunden,
48 und 72 Stunden inkubiert und alle anschlielenden Schritte fiir jeden Zeitpunkt wiederholt. Das
Medium wurde in einem 50 mL Zentrifugenrohrchen gesammelt und die Zellen mit 4 mL PBS w/o Ca?*
& Mg? gewaschen und der Puffer ebenfalls in das gleiche Zentrifugenréhrchen tiberfiihrt. Nach Zugabe
von 1 mL Trypsin-EDTA erfolgte eine Inkubation von etwas fiinf Minuten bei 37 °C und 5 % CO..
Nach vollstandigem Abldsen der Zellen wurden diese in 4 mL Medium aufgenommen und in das gleiche
Zentrifugenréhrchen berflhrt. Alle weiteren Schritte wurden auf Eis durchgefuihrt. Die Abgeltsten
Zellen wurden fiir funf Minuten bei 4 °C und 1500 rpm abzentrifugiert und der Uberstand verworfen.
Das entstandene Zellpellet, suspendiert in 1 mL PBS with Ca?* & Mg?", wurde in ein 1.5 mL
Reaktionsgefél uberfihrt und erneut fur finf Minuten bei 4 °C und 1500 rpm abzentrifugiert. Der
entstandene Uberstand wurde ebenfalls entsorgt, das Pellet in 1 mL PBS with Ca?* & Mg?* resuspendiert
und nochmals fir funf Minuten bei 4 °C und 1500 rpm abzentrifugiert. \Vor dem Messen der Zellzahl
am Durchflusszytometer wurde das Pellet erneut in 1 mL PBS with Ca** & Mg?* aufgenommen und
gleichmaRig suspendiert. Es wurde eine 1:10 Verdiinnung mit PBS with Ca?* & Mg?* (50 pL Suspension
+ 450 puL PBS with Ca** & Mg*") hergestellt und nach dem Auszahlen der Zellzahl diese auf die
Gesamtmenge in 1 mL Suspension hochgerechnet. Bei Uberschreiten einer Zellmenge von 1.5 - 10°
Zellen/mL wurde die uberschiissige Menge entnommen und der Rest erneut fir finf Minuten bei 4 °C
und 1500 rpm abzentrifugiert. Im Anschluss erfolgte der erste Fixierschritt mit 1 %iger para-
Formaldehydlosung (gel6st in PBS with Ca?* & Mg?") fur eine Stunde auf Eis. Nach vollstandiger
Fixierung wurde die Losung fir funf Minuten bei 4 °C und 3000 rpm abzentrifugiert, der Uberstand
verworfen und das Pellet in drei hintereinander folgenden Waschschritten mit jeweils 1 mL PBS with
Ca*" & Mg?* gewaschen und ebenfalls fir funf Minuten bei 4 °C und 3000 rpm abzentrifugiert. Nach
dem letzten Waschritt wurde das Zellpellet in 1 mL Ethanol (- 20 °C, 70 %) vorsichtig resuspendiert
und fur mindestens 12 Stunden bei -20 °C gelagert. Am ndchsten Tag wurden die Zellen fir funf
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Minuten bei 4 °C und 4500 rpm abzentrifugiert und erneut jeweils zweimal mit 1 mL PBS with Ca** &
Mg?* gewaschen und ebenfalls fir finf Minuten bei 4 °C und 4500 rpm abzentrifugiert. AnschlieRend
erfolgte das DNA-labeling. Hierflr wurden jeweils 50 pL der DNA-Labeling Solution zu jeder Probe
gegeben und flr 90 min bei 37 °C inkubiert. Nach Beenden wurde 1 mL Rins-Buffer zu jeder Probe
hinzugegeben und bei 4500 rpm abzentrifugiert. Dieser Schritt wurde ein weiteres Mal wiederholt. Das
entstandene Pellet wurde jeweils in 100 pL frisch hergestellter Antibody Solution aufgenommen und fur
weitere 30 min bei RT inkubiert. In einem letzten Schritt wurden 400 uL PI-RNASe-Lésung zu den
Proben gegeben und nach einer Inkubationszeit von 1,5 h im Kiihlschrank, vermessen. Dabei wurde die
Fluoreszenzintensitat von Fluorescein gegen die des Propidiumiodes aufgetragen und eine Einteilung
der Zellen in vital und apoptotisch vorgenommen.

6.5.4 Zellzyklusanalyse

PI-Staining Solution: 15 ug PI (15 pL; 1 mg/mL Stammldsung)
100 pg RNASe (100 pL, 100 mg/mL in PBS with Ca?* & Mg?*)
PBS with Ca?* & Mg?* (885 L)

Durchflihrung:

Fir die Durchfihrung der Zellzyklusanalyse wurden an Tag eins fir die equine Melanomzelllinie
MelDuWi 7.5 - 10°, fur die humane Melanomzelllinie A375 2.5 - 10° und sowohl fiir die Sarkoidzellen
sRGO2, als auch fir die equinen Normalzellen PriFri2 1 - 10% Zellen in 5 mL Medium bei 37 °C und
5 % CO; inkubiert. Flr jede Substanz, jede Zelllinie und jeden Zeitpunkt wurde eine Zellkulturflasche
vorbereitet. An Tag zwei wurde das Medium aus den Zellkulturflaschen entfern und durch 10 mL
Medium, versetzt mit der doppelten ICso-Konzentration der jeweiligen Substanz und Zelllinie ersetzt
(die entsprechenden 1Cso-Werte sind in Tabelle 6 dargestellt). Die Zellen wurden bei 37 °C und 5 %
CO.fiir 24, 48 und 72 Stunden (fur die Zelllinie MelDuWi) inkubiert und alle anschlieRenden Schritte
fiir jeden Zeitpunkt wiederholt. Das Medium wurde in einem 50 mL Zentrifugenréhrchen gesammelt
und die Zellen mit 4 mL PBS w/o Ca?* & Mg? gewaschen und der Puffer ebenfalls in das gleiche
Zentrifugenrohrchen Gberfiihrt. Nach Zugabe von 1 mL Trypsin-EDTA erfolgte eine Inkubation von
etwas funf Minuten bei 37 °C und 5 % CO.. Nach vollstandigem Abldsen der Zellen wurden diese in
4 mL Medium aufgenommen und in das gleiche Zentrifugenréhrchen tberfuhrt. Alle weiteren Schritte
wurden auf Eis durchgefihrt. Die Abgel6sten Zellen wurden fir funf Minuten bei 4 °C und 1500 rpm
abzentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das entstandene Zellpellet, suspendiert in 1 mL PBS with
Ca* & Mg?*, wurde in ein 1.5 mL ReaktionsgefaR tberfiihrt und erneut fir fiinf Minuten bei 4 °C und
1500 rpm abzentrifugiert. Der entstandene Uberstand wurde ebenfalls entsorgt, das Pellet in 1 mL PBS
with Ca** & Mg?* resuspendiert und nochmals fir funf Minuten bei 4 °C und 1500 rpm abzentrifugiert.
Vor dem Messen der Zellzahl am Durchflusszytometer wurde das Pellet erneut in 1 mL PBS with Ca?*
& Mg?* aufgenommen und gleichmaRig suspendiert. Es wurde eine 1:10 Verdinnung mit PBS with Ca*
& Mg? (50 L Suspension + 450 pL PBS with Ca?* & Mg?*) hergestellt und nach dem Auszahlen der
Zellzahl diese auf die Gesamtmenge in 1 mL Suspension hochgerechnet. Bei Uberschreiten einer
Zellmenge von 1 - 108 Zellen/mL wurde die tberschiissige Menge entnommen und der Rest erneut fiir
fiinf Minuten bei 4 °C und 1500 rpm abzentrifugiert. Anschliefend wurden das Pellet in 600 pL Ethanol
(- 20 °C, 70 %) resuspendiert und mind. vier Stunden bei 4 °C gelagert. Die fixierten Zellen wurden fiir
finf Minuten bei 4 °C und 1500 rpm abzentrifugiert und der Uberstand verworfen. Der AnschlieRende
Wasch- und Zentrifugierschritt mit 1 mL PBS with Ca?* & Mg?*" diente zum Entfernen des restlichen
Ethanols. Das Pelett wurde anschlieBend in PI-Staining solution aufgenommen, wobei eine
Konzentration von 1 - 10° Zellen/mL eingestellt wurde. Es erfolgte eine 30-minditige Inkubation bei RT
im Dunkeln. Vor der Analyse am Durchflusszytometer wurden die Zellen vorsichtig gemischt. Zundchst
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wurden die Kontrollzellen am Durchflusszytometer gemessen, wobei die Spannung des BL2-A
Detektors so eingestellt wurde, dass der Gi-Peak bei einer Fluoreszenzintensitit von 2 - 10° sein
Maximum hat. Die Messung wurde fiir jede Probe dreimal durchgefthrt.

6.6 Enzymkinetische Untersuchung

6.6.1 Praparation der Carboanhydrase IX

Geliefert wurde die verwendete Carboanhydrase 1X (Sino Biological) in 10 x 100 ug Portionen als
Lyophilisat (aus sterilem PBS, pH = 7.4, 5 % Trehalose, 5 % Mannitol, 0,01 % Tween-80) und wurde
nach Erhalten bei T =— 20 °C gelagert. Im ersten Schritt wurden 100 pg (Charge 1) auf Eis gelagert und
in 200 pL sterilem Wasser aufgenommen. Nach 30 Minuten Quellen auf Eis wurden erneut 200 pL
steriles Wasser zugegeben und durch langsames Auf- und Abpipettieren eine homogene Ldsung
hergestellt. Es wurden 50 pL Portionen in 1.5 mL ReaktionsgefaRen abgefullt und in fllissigem
Stickstoff bei — 196 °C weggefroren. Die Lagerung des geldsten Enzyms erfolgte bei —80 °C. Vor
Beginn jeder Messung wurde nur die benétigte Menge an CA 1X aufgetaut und bei 4 °C und 15.000 rpm
fir finf Minuten abzentrifugiert. Nach Uberfiihren des Enzyms in ein neues 1.5 mL Reaktionsgefal
erfolgte die Konzentrationsbestimmung am NanoDrop. AnschlieRend wurde die Enzymlésung mit Tris-
Puffer (pH = 7.5) auf eine Konzentration von 3 uM eingestellt, sodass bei jeder Messung VVolumen und
Konzentration des eingesetzten Enzyms gleich sind.

6.6.2 Messung der Enzyminhibierung in der Quarzkivette

Die Messung erfolgte in einer Quarzkivette mit einem Arbeitsvolumen von 100 pL. Vor Beginn eines
Messtages wurden alle Lésungen frisch prépariert.

Tabelle 15: Auflistung der Reaktionskomponenten, welche bei der kinetischen Betrachtung der Inhibierung der
Carboanhydrase IX benétigt wurden. Das verwendete Arbeitsvolumen betrug 100 pL.

Konz. der Stammldsung Konz. in Reaktion v im Reaktionsansatz
CAIX 3 uM 300 nM 10 pL
(pé\:;?trat) 25 mM - 125 mM 0.5mM -25mM 2 uL
3.4 uL
Acetonitril 100% +2% (Endkonzentration bei
der Messung: 6 %)
Inhibitor 1.25 uM - 200 uM 25nM -4 uM 2 uL
Tris-Puffer 84 uL

6.6.2.1 Kalibrierung des Produktes

Die Kalibrierung von para-Nitrophenol (Produkt) wurde in einer Doppelbestimmung in dem
verwendeten Messpuffer (Tris-Puffer + 6 % ACN, Tris-Puffer + 4 % ACN und PBS-Puffer + 4 % ACN)
durchgefuhrt. Dafur wurden Konzentrationen in einem Bereich von 12.5 uM - 200 uM hergestellt und
jeweils 100 pL dieser Losung bei 20 °C und A =405 nm in einer Doppelbestimmung vermessen.
AnschlieBend wird die Absorption gegen die Konzentrationen von para-Nitrophenol aufgetragen und
der Anstieg ermittelt. Dieser wurde fur die Berechnung der Aktivitdt des Enzyms und die daraus
folgende Inhibierung benétigt.

121



6.6.2.2  Aktivitdtsmessung

Die Aktivitatsmessung erfolgte bei einer Enzymkonzentration von 600 nM, einer Temperatur von
T =20 °C und einer Wellenldnge von A = 405 nm. Fir die Messung der Enzymaktivitit wurden 89 uL
Tris-Puffer und 10 pL Enzym (6 uM) in ein 1.5 mL Reaktionsgefalle gegeben, fir drei Minuten bei
20 °C inkubiert und anschliefend 1 pL einer 100 mM Substratlosung direkt vor der Messung
hinzugegeben (Konzentration in Reaktion =1 mM; 1 % Acetonitril in Reaktion). Nach dreimaligen Auf-
und Abpipettieren wurde die Reaktionsldsung in die Quartkiivette Gberfuhrt und fur 180 Sekunden in
einem Intervall von 3 s gemessen. Fiir die Untersuchung des Messpuffers wurde Anstelle von Tris-
Puffer mit pH = 7.5, PBS-Puffer pH = 7.4 verwendet.

6.6.2.3 Messung der Inhibierung der Carboanhydrase 1X

Es erfolgte die kinetische Messung bei einer Temperatur von 20 °C und einer Wellenldnge von
A =405 nm. Im ersten Schritt erfolgte die Messung der Autohydrolyse des Substrates im Messpuffer.
Dafiir wurden 98 pL Tris-Puffer, versetzt mit 4 % ACN, in ein 1.5 mL ReaktionsgefaRe gegeben und
2 L der entsprechenden Substratldsung direkt vor der Messung hinzugegeben. Nach 3maligen Auf-
und Abpipettieren wurde die Reaktionslésung in die Quartkivette Uberfihrt und fur 210 s in einem
Intervall von 3 s gemessen. Dies wurde mit allen Substratkonzentrationen als Zweifachbestimmung
durchgefihrt. AnschlieRend erfolgte die Messung der v-s-Charakteristik ohne Inhibitor. Hierfir wurden
94 uL Tris-Puffer, 4uL ACN und 10 pL Enzym in ein 1.5 mL ReaktionsgefaRe gegeben, fir drei
Minuten bei 20 °C inkubiert und anschlieBend 2 pL der entsprechenden Substratldsung direkt vor der
Messung hinzugegeben. Nach 3maligen Auf- und Abpipettieren wurde die Reaktionsldsung in die
Quartkuvette tberfuhrt und fur 210 Sekunden in einem Intervall von 3 s gemessen. Dies wurde ebenfalls
mit allen Substratkonzentrationen als Zweifachbestimmung durchgefihrt. Im letzten Schritt erfolgte die
Messung der v-s-Charakteristik mit Inhibitor. Dazu wurden 84 pL Tris-Puffer zusammen mit 2 uL ACN,
2 UL des zu untersuchenden Inhibitors und 10 uL Enzym in ein 1.5 mL ReaktionsgefaR gegeben und
fiir drei Minuten bei 20 °C inkubiert und anschlieBend, wie schon bei den beiden vorherigen Schritten,
2 uL der entsprechenden Substratlésung direkt vor der Messung hinzugegeben. Nach 3maligen Auf-
und Abpipettieren wurde die Reaktionslésung in die Quartkiivette Uberfiihrt und ebenfalls fir
210 Sekunden in einem Intervall von 3 Sekunden gemessen. Dies wurde mit allen
Substratkonzentrationen als Zweifachbestimmung durchgefiihrt. Bei allen drei Schritten wurden die
Anstiege (Absorptionsanderung/Zeit) notiert und gegen die Substratkonzentration aufgetragen. Die
Auswertung erfolgte Anschlieend bei Excel und dem Programm GraphPad Prism mit Hilfe der
Michaelis-Menten-Auftragung.
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6.6.3 Anpassung des Systems an eine 96-well-plate

Bei einer zweiten Methode erfolgte die Messung der Enzyminhibierung im 96-half area-well-plate mit
einem Arbeitsvolumen von 170 pL. Vor Beginn eines Messtages wurden auch bei dieser Methode alle
Losungen frisch préapariert.

Tabelle 6: Auflistung der Reaktionskomponenten, welche bei der kinetischen Betrachtung der Inhibierung der
Carboanhydrase 1X benétigt wurden. Das verwendete Arbeitsvolumen betrug 170 pL.

Konz. der Stammldsung Konz. in Reaktion v im Reaktionsansatz

CAIX 5.1uM 300 nM 10 pL

pNPA i i

(Substrat) 25 mM - 125 mM 0,5mM -25mM 3.4 uL
3.4 uL

Acetonitril 100% +2% (Endkonzentration bei
der Messung: 6 %)

Inhibitor 1.25 uM - 200 uM 25nM - 4 uM 3.4 uL

Tris-Puffer 149.2 uL

6.6.3.1 Kalibrierung des Produktes

Die Kalibrierung von para-Nitrophenol (Produkt) wurde in einer Doppelbestimmung in dem
verwendeten Messpuffer (Tris-Puffer + 6 % ACN) durchgefiihrt. Dafur wurden Konzentrationen in
einem Bereich von 12,5 mM - 200 mM hergestellt und jeweils 170 pL dieser Losung bei 20 °C und
A =405 nm in einer Doppelbestimmung vermessen. AnschlieBend wird die Absorption gegen die
Konzentrationen von para-Nitrophenol aufgetragen und der Anstieg ermittelt. Dieser wurde fiir die
Berechnung der Aktivitat des Enzyms und die daraus folgende Inhibierung benétigt.

6.6.3.2  Aktivitdtsmessung

Die Aktivitatsmessung erfolgte bei einer Temperatur von 20 °C und einer Wellenldnge von A = 405 nm.
Fir die Messung der Enzymaktivitat wurden 158.3 pL Tris-Puffer und 10 uL Enzym in ein well einer
96-half area-well-plate gegeben, fir drei Minuten bei 20 °C inkubiert und anschlieend 1.7 uL einer
100 mM Substratlésung direkt vor der Messung hinzugegeben (Konzentration in Reaktion = 1 mM).
Die Messung erfolgte fir 10 min in einem Messintervall von 6 s, die Aktivitdtsmessung als
Zweifachbestimmung durchgefuhrt wurde.

6.6.3.3 Messung der Inhibierung der Carboanhydrase IX

AnschlieBend erfolgte die Messung der v-s-Charakteristik ohne Inhibitor. Hierfur wurden 149.8 pL Tris-
Puffer, 6.8 uL ACN und 10 puL Enzym (3 uM) in je ein well einer 96-half area-well-plate gegeben, fiir
drei Minuten bei 20 °C inkubiert und anschlieRend 3.4 L der entsprechenden Substratldsung mit Hilfe
einer 8-Kanalpipette direkt vor der Messung hinzugegeben. Im letzten Schritt erfolgte die Messung der
v-s-Charakteristik mit Inhibitor. Dazu wurden 149.8 uL Tris-Puffer zusammen mit 3.4 uL ACN, 3.4 pL
des zu untersuchenden Inhibitors und 10 pL Enzym in je ein well einer 96-half area-well-plate gegeben,
fur drei Minuten bei 20 °C inkubiert und anschlieRend, wie schon bei den beiden vorherigen Schritten,
3.4 uL der entsprechenden Substratldsung mittels einer 8-Kanalpipette direkt vor der Messung
hinzugegeben. Je Durchgang wurden auch in diesem Schritt 5 Proben gleichzeitig prapariert und fiir
10 min in einem Messintervall von 6 s, ebenfalls als Zweifachbestimmung, gemessen. Bei allen drei
Schritten wurden die Anstiege (Absorptionsanderung/Zeit) notiert und gegen die Substratkonzentration
aufgetragen. Die Auswertung erfolgte Anschlie3end bei Excel und mit dem Programm GraphPad Prism
mit Hilfe der Michaelis-Menten-Auftragung.
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8. Anhang

8.1 Charakterisierung der Sulfamate (1a - 8)
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8.3 Charakterisierung der Acetazolamid basierte Konjugate (15 - 21)
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8.4 Charakterisierung der Saccharin-Derivate mit und ohne Betulin (22 -29)

4=5 0 8
¥ B0 A3,
E_{" 7 | i |
?‘N‘s’g“ﬁﬁ 10,11 15
5} 13,14 .
k-
2-5 2 i
ljhu JL_.\.
—_ T o T
8 & a % I
T (] - o i
9.5 9.0 8.5 &.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 35 3.0 25
f1 (ppm)
Anhang 24. *H-NMR von 23.
!4=5 OO Br
Il -
Lt iy ;
g Sy
10, 11 TN
\ ~ -
13, 14 yd \
|
[ 1)
2-5 | ! ! . I |
Kt | I
8 \ El H ] /
N\ s
2 z AN / T
@ @ ~ - =]
) L] ""‘--\.._\___ —— L2}
32 B0 78 76 74 72 70 68 66 64 6.2 60 58 56 5.4ﬂ?.2 )5.0 48 46 44 42 40 38 36 34 32 30 28 26 24 2
ppm
Anhang 25. *H-NMR von 24.

145



A
0 33
A3 é'.,l 2 0.3
2 1426 12 E,.hza, 397033
B ELN |
I A
HOw " 32
27" 34
UlmJu
MV
g
T T T lm T T T
52 50 30 28 14 12 10 08 06
f1 (ppm)
Anhang 26. *H-NMR von 25a.
dzz’
30 19-20 33+ 3§
‘IS "‘IT o 135
Jz “~og" 34
o (1\11) ai)zrm
|
33_,32-3‘1“0" “/‘4\’ 7
237 4 32+35
29
28 28
3 19
I ' I onph W
o wnle iy o — T —
(=] (] o (=] (1] w —
a o & - - @ @
i - =1 - - ™M wr
S0 48 46 44 42 40 38 36 34 32 28 26 24 22 20 18 16 14 12 10 08 06
f1 (ppm)
Anhang 27. *H-NMR von 25b
N 35
3=
19=20
\ o
H IE 35
T s:
i Jé uu.\ :J 32
9 4 J :j 1§ .
cl-..ﬂg“‘o’ ‘;4:' 7 3
¥ 24
29
3 28 | 28 .
. Wl
s el T Uy
T G hOo—A 0 [uly] o
b aeo@o ow <
(=] el =TI - m
100 95 90 85 80 75 70 6.5 55 50 45 40 35 0 25 20 15 10 05
1 (ppm)

Anhang 28. *H-NMR von 26.

146



19-20,
g Ay
1% 17’21 -2
4041 1230254 1\\25{ B
36\ 2 g 27 g7 “9’4“15
‘333?” =0 cl{) i b 42 33
\3§’N‘35’3 el \/.4\/ ~7
g 23" 24
-
£
~
- : .
15 1.0 0.5
i
30-22{
13—20\
o
318 21 32
E ST TP POV
. 2 126 1 é“za . Ngséms\
g\ N0 2 AT O 0=83g" 6
N gAY o
32’"“41’4 o \/.4\/ ~g -
2 5
24
Saccharin 5
19 %
th g 328 %
| o I
L Y . S T T
r~ ®m - o
] o o ]
~ - - -
- : o e - e ! : - R e
4 3.5 3.0 25 2.0 15 10

8.0 75 7 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5
f1 (ppm)

Anhang 30. *H-NMR von 29.

147



8.5 Dosis-Wirkungs-Kurven der Bestimmung der Zytotoxizitat an humanen Zelllinien

8.5.1 Zytotoxizitat an humanen Zelllinien
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0.5

Anhang 31. Wirkungs-Dosis-Kurven von Betulin und Betulinsdure, ermittelt mit Hilfe des SRB-Assays nach

96 Stunden Behandlung.
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Anhang 32. Wirkungs-Dosis-Kurven von den Sulfamaten la - 5, ermittelt mit Hilfe des SRB-Assays nach

96 Stunden Behandlung.
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Anhang 33. Wirkungs-Dosis-Kurven von den Sulfamaten la - 5, ermittelt mit

96 Stunden Behandlung.
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Anhang 34. Wirkungs-Dosis-Kurven von den Sulfonamiden 9 - 12b, ermittelt mit Hilfe des SRB-Assays nach

96 Stunden Behandlung.
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Anhang 35. Wirkungs-Dosis-Kurven von den Sulfonamiden 13a, 13b und 14a, 14b, ermittelt mit Hilfe des SRB-
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Anhang 36. Wirkungs-Dosis-Kurven von Acetazolamid und den Acetazolamid basierten Konjugaten 15 - 19,
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ermittelt mit Hilfe des SRB-Assays nach 96 Stunden Behandlung.
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Anhang 37. Wirkungs-Dosis-Kurven von den Acetazolamid basierten Konjugaten 20 & 21, ermittelt mit Hilfe
des SRB-Assays nach 96 Stunden Behandlung.
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Anhang 38. Wirkungs-Dosis-Kurven von Saccharin und den Saccharin basierten Konjugaten 22 - 27a, ermittelt
mit Hilfe des SRB-Assays nach 96 Stunden Behandlung.
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Anhang 39. Wirkungs-Dosis-Kurven von Saccharin und den Saccharin basierten Konjugaten 27b - 29, ermittelt
mit Hilfe des SRB-Assays nach 96 Stunden Behandlung.

8.5.2 Zytotoxizitat an equinen Zelllinien
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Anhang 40. Dosis-Wirkungskurveder getesteten Substanzen Betulinsaure, Extrakt, NV X-207, 5 und 10 fir jede
der funf Zelllinien a) MelDuWi, b) sSRGO1, ¢) sSRGO2, d) PriFri2 und e) A375.
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Anhang 41. Dosis-Wirkungskurven der zeitabh&ngigen SRB-Messung an der Zelllinie MelDuWi nach einer
Behandlungsdauer von 3, 6, 12, 24 (orange) und 96 Stunden (rot) mit den Substanzen a) Betulinsdure, b)
Borkenextrakt der Platane, ¢) NV X-207, d) Betulinyl-3,28-0,0¢-disulfamat und e) Verbindung 10.
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Anhang 42. Dosis-Wirkungskurve aller (mit dem MTT-Assay) getesteten equinen Zelllinien. Fir jede der flnf
Zelllinien a) MelDuWi, b) sRGO1, c¢) sRGO2, d) PriFri2 und e) A375 sind die Dosis-Wirkungskurven der
Substanzen Betulinsiure, Borkenextrakt der Platane, NVVX-207, 5 und 10 (rot) dargestellt.
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8.6 Untersuchung der Zelltodmechanismen
Fur jede Methode und Zelllinie wurde eine reprasentative Messung gezeigt.
8.6.1 AnnexinV-Assay

8.6.1.1 Zelllinie MelDuWi
24 Stunden Behandlungsdauer:
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[ 9,663 020%  B20%
[ tustapce. 160 LMS% LMS%
Oss 10,005 0I0%  90.330%

Anhang 43. AnnexinV an der Zelllinie MelDuWi nach 24 h von der mitgefiihrten Kontrolle und den Substanzen
Betulinsaure (BS), dem Borkenextrakt der Platane (Extrakt) und 10. Links ist der gemessene Dotplot mit den dazu
gehorigen Werten auf der rechten Seite (siehe Tabelle).
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Scatter - Kontrolle_1

Experiment Name: 12_02_20 DuWi 2xICS0 24h(1)

Sp Name: Sp
Sample Name: Koatrolle_1
Name BvortCout % Pwent % Towd
= [ pvers 10,704 - 100,000% »
= Css 10,000 BAN%  BAT% g
[ nebaotisch b 0720%  0673%
[ ot apop. 1,066 10660%  9.959%
[Diebers 8,665 86650%  20951%
[] frush apop. 197 L970%  1840%

Expenment Name: 12_02_20 DuWi 2xIC50 24h(1)

s s St nekrotisch
Sample Name: Tris-A
Name Event Count % Parent % Torsd
= CJaevents 10,851 - 100,000% 2
= [Oes 10,000 936%  91316% g
] rekrctisch » 028%  02%%
] spoet apce. 1559 1S590%  14236%
[lebenc 7,799 TIAN%  T0761%
[ frueh apop. A A% 6063%

Experenent Nae: 12_02_20 DuWi 2x1C50 24h(1)

Sp Nama: Specimn
Sample Name: DS-A
Nome EvertCout  %Pawent % Tod
= Ot evens 11,548 - 100,000 -
= [Ors 10,000 Be505%  86.595% g
[ nebrotesch 2 020%  04%0%
[ set 2pcp. 2108 2.000%  18254%
[seend 743 MEE0% A%
2 frueh apop.
[ frueh apop. 34 3540% 3065% 10° - .
10? 10° 1t 16° 108
BL1-A

Anhang 44. AnnexinV an der Zelllinie MelDuWi nach 24 h von der mitgefiihrten Kontrolle und den Substanzen
NVX-207 (Tris), 5 (DS). Links ist der gemessene Dotplot mit den dazu gehorigen Werten auf der rechten Seite
(siehe Tabelle).

48 Stunden Behandlungsdauer:
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Scatter - Kontrolle 1

Experiment Nome: 16_4_20 Duwi 48h(1)
a it 59
“ample Name: Kontrolle_
Name BentCout  %Pwet % Towd
= [C] At everss 10,934 - 100.000%
[ rebaromsch 6 0591  05M%
[ spoet apcp. 1445 13216%  13216%
[ sabord 8,951 R
[T] fevehapece. an A% A%
C=s 10,001 MMI% LM%

Experiment Name: 16_4_20 Duwi 48h(1)
Specimen Narme:  Specimen
Sample Name: BS1
Name Bt Court % Paent % Towd
= e 11204 - £00.000%
[ rebotescts s1 0ASS%  0A4SS%
[ moet apop. 239 2055%  21.055%
[ seberd 5,197 46385%  46.385%
[ frushacce. 3,597 32.105%  32.305%
Ces 10,033 HAK  9.5A%

Expenment Name: 16_4_20 Duwi 48h{1)
Name: S

Samgle Name: Extrakt 1

Name EverntCout % Paert % Total
= [ a everns 13,257 - 100.000%

[ nebretsch 413 L% 2%
[ spoet apop. 1,651 12454%  12.454%
[iebenc 8813 C6ATE%  E6ATE%
[ fruehagop. 2,380 17953%  17.953%
Oes 10172 MTIN M6TI%

Experiment Name: 16_4_20 Duwi 48h(1)
< Nawe:
Sample Name: 10 1
Name EventCount % Paert % Totl
= Caeverns 12,106 - 100.000%
[ eeserotsact, 23 191% 190%
[ et e 243 042%  0U2%
[Jretera 759 6OSA%  GOSA%
[ fruehapop. 2,106 17396%  17.396%
Ces 10,000 B2600%  B2.00%

Anhang 45. AnnexinV an der Zelllinie MelDuWi nach 48 h von der mitgefiihrten Kontrolle und den Substanzen
Betulinsaure (BS), dem Borkenextrakt der Platane (Extrakt) und 10. Links ist der gemessene Dotplot mit den dazu
gehorigen Werten auf der rechten Seite (siehe Tabelle).
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Experenent Name: 13_02_20 DuWi 2x1C50 48h Scatter - Kontrolle_1

2 Neme: Spec
Sample Name: Kontrolle_1 i ]
Name EventCourt % Parent % Total
= Dareens 10,000 B 100.000% 10° |
= Oes 9223 RVB%  R230% 3
[ nebrotioch 2 028%  0210% CRTE
[[]spoet spcp. E73 S3%  8.660% ;
[Jicbena 8141 g% 81410% 107 1 2hae
[] frueh apop 195 2u4%  1950% '@ ] . _ frueh apop
12 10° w0t 10 10®
BL1-A
Experiment Name: 13_02_20 DuWi 2xICS0 48h Scatter - Tris-A
% e S
Sample Name: Tris-A
Narme EvertCourt % Porert % Totl
= [ everts 11,612 - 100.000%
= [Oss 10,000 85.118%  86.118% ps
[ redorctzsch 16 0160%  0.138% @
[ et apop. 2,15 20.560%  18.567%
[Jiebend 6112 6L120%  52.635%
(] frueh agop 1716 17.160%  14.778%

Experiment Name: 13_02_20 DuWi 2x1C50 48h

S Name: Spec
Sample Name: DS-A
Name EventCount  %Parent % Total
= [aevents 15,200 - 100,000
= [Ors 10,000 ST 65.799% i
[ nekrotiach 22 2900%  191% 3
[] spoet spcp. 5,256 SLS60%  JA5T9%
[Jtebend L) IS000%  23.009%
(] fruch apop 550 9500%  6250%

Anhang 46. AnnexinV an der Zelllinie MelDuWi nach 48 h von der mitgefiihrten Kontrolle und den Substanzen
NVX-207 (Tris), 5 (DS). Links ist der gemessene Dotplot mit den dazu gehorigen Werten auf der rechten Seite
(siehe Tabelle).

72 Stunden Behandlungsdauer:
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Expermment Name: 8_5_20 DuwWi 72h
Specknen Nome: Sp
Sample Neeme: Kontrolle 1

Name Event Count
= CJaews 10,95
= Oes 10,034
[ nsbrotesch 2]
[C) et apcp. 1,680
[t 8,057
[] frueh agon. 58

Lxperiment Name: 8_5_20 DuwWi 72h
Sp Noma: Sp
Sample Name: BS1

Name Event Count
= Al Bverts nn?
= [Oes 10,017
[ nekrotssch 15
[ et 2pcp. 689
Cwderc 96
[ frueh apop. 2,117

Experiment Name: 8_5_20 DuWi 72h
Specmen Name: Specimen
Savple Name: Extrakt 1

N Evert Count
= s tverns 21,388
= Ors 17,40
[ nedorotch 1441
[ spont pce. 3672
[ebend 707
[] frueh apcp. 525

Experiment Name: 8_5_20 DuWi 72h
Specmen Name:  Specimen
Sample Name: 10 1

Name Evert Count
= Alm 38
s [Oes 10,000
] nekrctinct &
[ spoet apop. 6321
[Jiederd 94
[ frueh apop. 2458

% Parent

91.285%

0.58%

16.743%

2.571%

% Parent

a5.491%
0.150%

9H505%
2.a9%

% Parert

B1.550%

21.053%

30.154%

% Totad
100.000%
91.285%

nBnu

% Towal

a5.491%
0.128%

B415%

% Toral

B1.550%

&75T%
17.160%

% Tokal

BSn%

43951%

18461%

Scatter - Kontrolle_1
nekrotisch

BL3-A

BL3-A

102 w0 1wt 10° 10
BL1-A
Scatter - Extrakt 1
nekrotisch

it 10° 10t 10° 10
BLI-A
Scatter - 10 1

BL3-A

1w 10 1wt 10 10®
BLI-A

Anhang 47. AnnexinV an der Zelllinie MelDuWi nach 72 h von der mitgefiihnrten Kontrolle und den
Substanzen Betulinsdure (BS), dem Borkenextrakt der Platane (Extrakt) und 10. Links ist der gemessene Dotplot

mit den dazu gehdrigen Werten auf der rechten Seite (siehe Tabelle).
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Experiment Name: 8_S_20 DuWi 72h Scatter - NVX-207

Specmen Name: Specimen nekrotisch spaet apop.
Sampie Name: NVX-207 o i
Name EvertCot % Paent % Total 10" 1
5 CJmevenss 16,581 - 100.000% ' 4
3 [Ors 10,087 60835%  60.835% i
[] reborotisch ™ 0.783%  0.476% 3 g 1
[ et 2000, 7,858 TI02%  47392% Z
[Jtebend % 0.555%  0.338% 10°
[] frueh apop. 2,094 20759%  12.629% & febend frueh apop.
1?2 10® 10 100 10®
BL1-A
Experiment Name: 8_5_20 DuWi 72h
Speomen Name: Specimen
Sample Name: DS 1
Name EventCount  %Parent % Total
= [ everss 12,759 ~  100.000%
= [Oes 8,325 65.296%  65246% 3
[ nesratisch 186 224%  1458% a
[[] spoet 2pcm. 5,470 65.706%  42.8M2%
[ tebend 483 5802%  3.786% R O 3ok
[T frueh apop. 2,186 26258%  17.133% 0 Ieiend ™ _frueh apop.
100 100 10t 1® 10®
BLI-A

Anhang 48. AnnexinV an der Zelllinie MelDuWi nach 72 h den Substanzen NV X-207 (Tris) und 5 (DS). Links
ist der gemessene Dotplot mit den dazu gehérigen Werten auf der rechten Seite (siehe Tabelle).

8.6.1.2 Zelllinie SRGO2
24 Stunden Behandlungsdauer:
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Expenment Name: 25_9_19 sRGO2 24 h 2x1C50(1)
o Nome: Specion
Samgle Name: Koatrolle 1

Narre Evert Court % Parent

= [CJw tverts 11,294 -
= Ors 9,568 B.259%
[ pebrosach E) 0.806%
[[] spoet acce 2257 R64T%
[Jreberd 7,304 T4077%
[] frush apcp. 7 2478%

Dxperment Name: 25_9_19 sRGO2 24 h 2x1C50(1)
Specimen Nome: Specimen
Samgle Name: BS1

Name EventCount % Parent

= ] everts 16,438 -
= Oes 15,000 S1250%
[ nehrotioch 19 0.973%
[ spoet apep. AGAT 30.9680%
[t 10,050 67.000%
[] frueh agop. 157 LOAT%

Dxperimnent Name: 25 _9_19 sRGO2 24 h 2x1C50(1)
Specimen Name:  Specimen
Sample Name: Extragkt 1

Name EventCount % Pavent
= [Juaeens 13,002 -

= [Oes 9126 B2.59%

[C] nekrcosch m 1216%

[ et apcp. sm 57.331%

[Jiebena 3,608 39.535%

[ frueh apon. 175 1.518%

Lxperment Name: 25_9_19 sRGO2 24 h 2x1C50(1)
Specimen Name: Specimen
Sample Name: Tris 1

Nome EventCount % Parent

= [ tverss asw -
= Oss 6123 20811%
[ nebrotisch sa 0.597%
[[] spoet apop. 1523 31.406%
[C]ebend 3918 63.983%
[ frush apop. 24 3458%

% Total
100.000%

0.706%
19.504%

2.187%

% Totd
100.000%
9L2S2%

61.139%

% Toral

% Totsl

nN811%
0571%

45311%

BL3-A

BL3-A

BL3-A

BL3-A

10

Scatter - Kontrolle_1
nekrotisch

102 10 1' 10 10°
B®1-A
Scalter-BS}

w0 1w’ 1wt w10t
BLI-A
Scatter - Extragkt 1

BL1-A
Scatter - Tris 1

——

1w ' wt 1w0® 1e®

B’l-A

Anhang 49. AnnexinV an der Zelllinie SRGO2 nach 24 h von der mitgefiihrten Kontrolle und den Substanzen
Betulinsaure (BS), dem Borkenextrakt der Platane (Extrakt) und NV X-207 (Tris). Links ist der gemessene Dotplot

mit den dazu gehdrigen Werten auf der rechten Seite (siehe Tabelle).



Experiment Name: 12_6_19 sRGO1 24 h 2x1C50 Scatter - 101

Specimen Name: Spech P
Sample Name: 10 1 o 1
Norme BvertCont  %Pwent % Totdl L
= Caeens 2,149 - 100.000% 10°
[ retacrisch 979 4420%  4420% P ]
[[] spoet apcp. 5274 281U%  23811% @ ot )
[ revend 15,740 7L064%  71.064% i
[] frushapop. 156 070M%  0.70W 10° 4
Ces 20,000 0206%  90.296%
o S
10? 1w e w0t
BL1-A

Experiment Name: 25_9_19 sRGO2 24 h 2x1C50(1)

Specimen Name: Specimen
Sample Name: DS 1
Nome EventCout | %Parent % Towl
= [C]an vents 17,972 - 100.000%
= Ors 10,000 S5.642%  55.642%
[ nebrotssch 3 0660%  0367%
[ spoet apop. 2073 0730%  11535%
[ sebend 7,496 74560%  41.654%
[ frueh apop. 37s 3T7S0%  2087%

@ 100 1wt 1 10®

Anhang 50. AnnexinV an der Zelllinie SRGO2 nach 24 h von 10 und 5 (DS). Links ist der gemessene Dotplot
mit den dazu gehdrigen Werten auf der rechten Seite (siehe Tabelle).
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48 Stunden Behandlungsdauer:

Experiment Name: 26_9_19 sRGO2 48 h 2x1C50 Scatter - Kontrolle_1
Speomen Name: Specimen
Sample Name: Kontrolle_1 R1
Name EvertCount % Parent % Total
= O eveens 11,344 - 100.000%
= Oes 10,000 |im%  SB1R% §
Or st O510%  0450%
] 2408 M00%  21180%
COrs 7,109 T109%  666T%
[Crse <7 A370%  3BR2%

Experiment Name: 26_9_19 sRGO2 48 h 2xIC50

Specimen Name: Specimen
Sample Name: BS2
Narme EvertCount  %Paent % Towl
= M tverts 22,65 - 100,000%
= Oes 20,000 BTN STATO% i
Ow w7 1005%  0.905% =
w2 74058 3SA0%  3L0U%
Clrs 11,416 SI080%  40.928%
[Cre 1,279 6395%  S504%
1w? 10?10t 100 10°
BL1-A
Experiment Name: 26_9_19 sRGO2 48 h 2x1CS0 Scatter - Extrakt 2
Specimen Name:  Specimen
Sample Name: Extrakt 2
Name BeentCourt % Paent % Towal
= [C)a everes 13,458 - 100,000%
= Oes 10,000 BEIT%  BEIM% =
Own 138 1380%  1.200% a
Ow 2947 2470%  25631%
Crs 6229 62290%  SALTS%
ES] s 6B%  SS6E%
Experiment Name: 26_9_19 sRGO2 48 h 2x1C50
Specrnen Name:  Specimen
Sample Name: Tris 1 0P | R1
Narme BventCout  %Paent % Tod
2 ] evenss 17,551 - 100.000% 105
= Oss 8619 H08%  9.108% ) 1
s 3 L30% 0% & gt 1
[ L 3,358 30560%  19.039%
O= 3890 M 208% 10° 1 ;
[Clee 1313 15292%  7.510% P =

w10 wt 1w0® 10®
BL1-A

Anhang 51. AnnexinV an der Zelllinie SRGO2 nach 48 h von der mitgeflhrten Kontrolle und den Substanzen
Betulinséure (BS), dem Borkenextrakt der Platane (Extrakt) und NV X-207 (Tris). Links ist der gemessene Dotplot
mit den dazu gehdrigen Werten auf der rechten Seite (siehe Tabelle).
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Exgeerament Mame: 36_9_1% sRGOZ 48 h ZxIC50

Specimen Mams: Spech
Sample Namea: D52
Mame Event Count % Parent % Total
= Dum =0 --.- el ]
= ks 15,150 BOGES%  G0AN5% s
Oa 35 Litéw LI @
lrz 4,158 TEMR  16TTI%
CJra 8371 0SSN J58N0%
[Cra 1,682 1L17% GTEM

Experiment Hame: 26_9_19 sRGOZ 48 h 2x1C50{1)

Spncimen Name: Sp
Sample Hame: 10 2
Harme Event Cout % Parent % Total
5 [ #a Boarns A5 = 100.000%
= Ces 19,210 BRI BTN -
e M4 1E8T% LMW =
ez 9,249 ATHOT 41.100%
ez 5,008 A731%  AEOTR
(L % LOI% 15BN

BLI-&

Anhang 52. AnnexinV an der Zelllinie SRGO2 nach 48 h von 10 und 5 (DS). Links ist der gemessene Dotplot
mit den dazu gehorigen Werten auf der rechten Seite (siehe Tabelle).

8.6.1.3  Zelllinie PriFri2
24 Stunden Behandlungsdauer:
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Experieneot Name: 15_4_20 Prifei2 24h(1) Scatter - Kontrolle_1
Specimen Name: Specimen

Sample Nome: Kontrolle_1 SR
Name EvertCourt % Paent % Toud 10° ] i
= ) everss 11,931 - 100.000% P
s Oes 10,002 0O%  BAR% b 3
[ rebrctsen 9 050%  0495% g 10*
[ oet . 1578 ISTT7%  13.226%
[Yiebere 8,006 0% G39% 10°
Dﬁm kv ) 3.239% 2.758% ‘07 S o lmsh:pop.
w100 1wt 10® 108
Experment Name: 15_4_20 Prifri2 24h(1) Vi
e Scatter - BS1
Sample Name: BS1
Name EvertCount % Parert % Tol
= ) a events 14171 - 100.000°
= Oes 10,006 609%  T60M%
[ reborach &2 0620%  0A3S%
] ot opeen. 607 EMY%  A2B41%
[Jiebend 2263 2616%  1596%
[ teehaco. 1,610 16000%  11.361% 2 _
1 - ey
1w 10? et 6 b
e BLI-A
Experiment Name: 15_4_20 PriFri2 1
e Scatter - Extrakt 1
Sample Name: Extrakt 1
Name Event Count % Parent % Totd
2 [Jaeens 13,499 - 100.000%
= Oes 103 B3.855%  E0.855% <
[ nebrotisch 5% ATI%  2IN% g
me 249 20.897% 18.364%
[Jieens 7975 A% D%
[ fruskagon. FY 290  2452%
BL1-A
Experment Name: 15_4_20 PriFri2 24M1) Scatter - 10 1

Specimen Name: Specimen

Sampla Name: 10 1
N EventCount  %Parent % Towd
= O ewenes 12821 = 1000008
& Oes 10,000 NE% TR
[ rebooach L Oe0%  03%
[] oot e 1,68 16870%  13.156%
[rebend 7,4% MO0%  SBAX%
[ frushapop. ™ 7740% 6%

Anhang 53. AnnexinV an der Zelllinie PriFri2 nach 24 h von der mitgeftihrten Kontrolle und den Substanzen
Betulinséure (BS), dem Borkenextrakt der Platane (Extrakt) und 10. Links ist der gemessene Dotplot mit den dazu
gehorigen Werten auf der rechten Seite (siehe Tabelle).
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Experiment Name: 29_1_20 Prifri 2xIC50 24h(1) Scatter - Kontrolle_1

Specimen Name: Specimen nekrotisch
Sample Name: Kontrolle_1 06 i
Name EventCount % Parent % Total !
= [C]an evenss 11,331 - 100.000° 165 1
= <
= Oes 10,397 ITSM%  SLIST% i
[ nebrotisch 173 1664%  1S27% LTI
[ spoet apop. 2,187 21035%  19301%
d d 103 ]
[ frven 25 2837%  2603% i

BL1-A

Experiment Name: 29_1_20 Prifri 2xI1C50 24h(1)

Specimen Name: Specimen
Sample Name: Tris 1
Narme EventCot % Parent % Total
= [C]an evens 9,072 - 100.000%
= Oes 5,802 63.955%  63.955% ]
[ rekrotisch 178 3066%  1962% 3
[] spoet apop. 2,864 0362%  31570%
[]rebend 2,470 RSN%  2.27%
[ frush apop. 2% 4998%  3.197%
Experiment Name: 29_1_20 Prifri 2xIC50 24h(1)
Specimen Name: Specimen
Sample Name: DS
Name EentCont  %Paent  %Total
= [ an events 26,314 - 100.0004
= Ors 21,513 BL7SS%  BL7SS% -
[ nekrotch 87 226%  1851% a
[ spoet apop. 6,697 31.130%  25.450%
[rebend 1252 S8207%  47.587%
[ frueh apop. 1,807 8400%  6.867%

Anhang 54. AnnexinV an der Zelllinie PriFri2 nach 24 h von der mitgefuihrten Kontrolle und den Substanzen
NVX-207 (Tris), 5 (DS). Links ist der gemessene Dotplot mit den dazu gehdrigen Werten auf der rechten Seite
(siehe Tabelle).
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48 Stunden Behandlungsdauer:

Scatter - Kontrolle_1

Experiment Kame: L_d_30 PriFri2 48h
Spcimen Hame: Specimen nekrotisch spaet apop.
Sample Name: Koatrolle_1
S Everk Courkt % Parant % Total
= ] s everes 12855 - 100.000% -
2 OJes 10,000 TN TRM% 3
] ket ] LI  D0TE%
] st e, 2541 KA 19TET%
O eteera 6,727 I0% RI0%
[] frushapop. 2 7IHM  SEIE%
Experient Rame: 16_4_20 Prifriz 48k
Spacknen Name: Specimen
ample Mame: BS1
N Eeent Couk  Pwert % Towl
= [ a8 Bveria 20,000 - 1000008 «
& [es 15,603 TROIS%  FROIS% Q
[ rerotisct: 1 O211%  DI6S%
] st g 5524 I3 JTE0S%
Qreterd 7 24AT%  LESO%
[ trushapce. %671 6L9EC%  4R355%

Experiment Mame: 16_4_30 PriFriz 4&h
Specimen Hame: Speciimen
Swple Name: Extrakt 1
MwTe Everk Count % Parent % Toll
2 [ eeres 11572 - 1000008 b
= Oes 10,008 BTN BTN z
[ mosrstinet 10 LAt 0.08%
[ et speps. 1421 W% 12380%
[ st 603 OB EETOI%
[ fnsehapa. £ DL BMEN%

Experiment Hame: 16_4_30 PriFrid 48h
Specimen Hame! Specmen
Sampls Mame: 10 1
Hame EvertCout % Pment % Towl
= [Janeverss 12,935 - 100,000 b
= [es 10,000 TR TRI0VR &
[ reermtisch 14 D14  OIE%
[ oet agcg. 1,862 10520%  15.167%
[ et 5,551 SEELN ARSI 2
e 4 A
[ trushapes. 2473 M 1507% w100 1ot 10b 108

BL1-A

Anhang 55. AnnexinV an der Zelllinie PriFri2 nach 48 h von der mitgefiihrten Kontrolle und den Substanzen
Betulinsaure (BS), dem Borkenextrakt der Platane (Extrakt) und 10. Links ist der gemessene Dotplot mit den dazu
gehodrigen Werten auf der rechten Seite (siehe Tabelle).
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Experiment Name: 30_1_20 Prifri 2x1C50 48h
Specimen Name: Specimen
Sample Name: Kontrolle_1

Name Event Count
= A events 21,866
= Oss 20,000
[ nekrotsich 294
[C] spoet apop. 3,109
[Jiebend 16,014
[ frueh apop. 583

Experiment Name: 30_1_20 PriFri 2xICS0 48h
Specimen Name: Specimen

Sample Name: DS
Name Event Count

& CJanevens 14,387

= [rs 10,713

[ nekrotsich 530

[ spoet apcp. 5,632

[tebend 3,361

[ frueh apop. 1,140

Experiment Name: 20_1_20 Prifri 2x1C50 48h
Specimen Name: Specimen
Sample Name: Tris 1

Name Event Count
= [C]an events 13,230
= Oes 5,740
[[] nekrotisch 152
[[] spaet apcp. 4213
[[Jtebend 577
[C] frueh apop. 798

% Parent

91.966%

1.470%

15.545%

2.915%

% Parent

74.463%
5.414%

31.373%
10.641%

% Parent

43.386%

73.397%

10.052%
13.902%

% Total
100.000%
91.466%
1.345%
14.218%
73.237%

% Total
100.000%
74.463%
4.031%
39.196%
23.361%

%o Total
100.000%
43.386%
1.149%
31.849%
4.361%

Scatter - Kontrolle_1

BL3-A

BL3-A

102 . iEesd -
12 100 1w 10° 10°
BLI-A
Scatter - Tris 1
10°
10°
<
™m
31104
10° g
108 ey - -
102 10 10t 1® 10®
BL1-A

Anhang 56. AnnexinV an der Zelllinie PriFri2 nach 48 h von der mitgefiihrten Kontrolle und den Substanzen
NVX-207 (Tris), 5 (DS). Links ist der gemessene Dotplot mit den dazu gehtrigen Werten auf der rechten Seite

(siehe Tabelle).
8.6.1.4 Zelllinie A375
24 Stunden Behandlungsdauer:
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Experiment Name: 6_5_20 A37S 24h(1) Scatter - Kontrolle_1

WN:;-'K:“*_I e : j'q';w
Name EwntCont  %Puwert % Towl o] B cp et
= [ everss 10,89 - 100.000%
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Anhang 57. AnnexinV an der Zelllinie A375 nach 24 h von der mitgefuhrten Kontrolle und den Substanzen

Betulinsure (BS), dem Borkenextrakt der Platane (Extrakt) und NV X-207 (Tris). Links ist der gemessene Dotplot
mit den dazu gehdrigen Werten auf der rechten Seite (siehe Tabelle).
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Anhang 58. AnnexinV an der Zelllinie A375 nach 24 h von Substanzen 10 und 5 (DS). Links ist der gemessene
Dotplot mit den dazu gehérigen Werten auf der rechten Seite (siehe Tabelle).

48 Stunden Behandlungsdauer:
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Anhang 59. AnnexinV an der Zelllinie A375 nach 48 h von der mitgefiihrten Kontrolle und den Substanzen
Betulinsaure (BS), dem Borkenextrakt der Platane (Extrakt) und NV X-207 (Tris). Links ist der gemessene Dotplot
mit den dazu gehdrigen Werten auf der rechten Seite (siehe Tabelle).
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Anhang 60. AnnexinV an der Zelllinie A375 nach 48 h von Substanzen 10 und 5 (DS). Links ist der gemessene
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Dotplot mit den dazu gehorigen Werten auf der rechten Seite (siehe Tabelle).
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8.6.2 Caspase 3-Assay
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Anhang 61. Caspase 3-Assay an der Zelllinie MelDuWi nach 24 h von der mitgefiihrten Kontrolle und den
Substanzen Betulinsdure (BS), dem Borkenextrakt der Platane (Extrakt) und NV X-207. Links ist der gemessene
Dotplot mit den dazu gehdrigen Werten auf der rechten Seite (siehe Tabelle) und der Zellverteilung im
dazugehorigen Histogramm (Zellzahl gegen Fluoreszenzaktivitat) in der Mitte.
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Anhang 62. Caspase 3-Assay an der Zelllinie MelDuWi nach 24 h von den Substanzen Substanzen 10, 5 (DS)
und einer Ethanol-Kontrolle. Links ist der gemessene Dotplot mit den dazu gehdérigen Werten auf der rechten Seite

(siehe Tabelle) und der Zellverteilung im dazugehdrigen Histogramm (Zellzahl gegen Fluoreszenzaktivitét) in der
Mitte.
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Anhang 63. Caspase 3-Assay an der Zelllinie MelDuWi nach 48 h von der mitgefiihrten Kontrolle und den
Substanzen Betulinsaure (BS), dem Borkenextrakt der Platane (Extrakt) und NVX-207. Links ist der gemessene
Dotplot mit den dazu gehdrigen Werten auf der rechten Seite (siehe Tabelle) und der Zellverteilung im
dazugehorigen Histogramm (Zellzahl gegen Fluoreszenzaktivitat) in der Mitte.
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Anhang 64. Caspase 3-Assay an der Zelllinie MelDuWi nach 48 h von den Substanzen Substanzen 10, 5 (DS)
und einer Ethanol-Kontrolle. Links ist der gemessene Dotplot mit den dazu gehérigen Werten auf der rechten Seite
(siehe Tabelle) und der Zellverteilung im dazugehdrigen Histogramm (Zellzahl gegen Fluoreszenzaktivitat) in der
Mitte.
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72 Stunden Behandlungsdauer:
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Anhang 65. Caspase 3-Assay an der Zelllinie MelDuWi nach 72 h von der mitgefiihrten Kontrolle und den
Substanzen Betulinsdure (BS), dem Borkenextrakt der Platane (Extrakt) und NV X-207. Links ist der gemessene
Dotplot mit den dazu gehdrigen Werten auf der rechten Seite (siehe Tabelle) und der Zellverteilung im
dazugehorigen Histogramm (Zellzahl gegen Fluoreszenzaktivitat) in der Mitte
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Anhang 66. Caspase 3-Assay an der Zelllinie MelDuWi nach 72 h von den Substanzen Substanzen 10, 5 (DS)
und einer Ethanol-Kontrolle. Links ist der gemessene Dotplot mit den dazu gehdrigen Werten auf der rechten Seite
(siehe Tabelle) und der Zellverteilung im dazugehdrigen Histogramm (Zellzahl gegen Fluoreszenzaktivitét) in der

Mitte.
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8.6.3 TUNEL-Assay
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Anhang 67. TUNEL-Assay an der Zelllinie MelDuWi nach 24 h von der mitgefiihrten Kontrolle und den
Substanzen Betulinsdure (BS), dem Borkenextrakt der Platane (Extrakt) und NVX-207. Links ist der gemessene
Dotplot mit den dazu gehdrigen Werten auf der rechten Seite (siehe Tabelle).
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Anhang 68. TUNELAssay an der Zelllinie MelDuWi nach 24 h von den Substanzen Substanzen 10 , 5 (DS)
und einer Ethanol-Kontrolle. Links ist der gemessene Dotplot mit den dazu gehérigen Werten auf der rechten Seite

(siehe Tabelle).
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Anhang 69. TUNEL-Assay an der Zelllinie MelDuWi nach 48 h von der mitgefiihrten Kontrolle und den
Substanzen Betulinsdure (BS), dem Borkenextrakt der Platane (Extrakt) und NV X-207. Links ist der gemessene

Dotplot mit den dazu gehérigen Werten auf der rechten Seite (siehe Tabelle).
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Anhang 70. TUNELAssay an der Zelllinie MelDuWi nach 48 h von den Substanzen Substanzen 10 , 5 (DS)

und einer Ethanol-Kontrolle. Links ist der gemessene Dotplot mit den dazu gehérigen Werten auf der rechten Seite
(siehe Tabelle).
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Anhang 71. TUNEL-Assay an der Zelllinie MelDuWi nach 72 h von der mitgefilhrten Kontrolle und den
Substanzen Betulinsdure (BS), dem Borkenextrakt der Platane (Extrakt) und NV X-207. Links ist der gemessene
Dotplot mit den dazu gehdrigen Werten auf der rechten Seite (siehe Tabelle).
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Anhang 72. TUNELAssay an der Zelllinie MelDuWi nach 72 h von den Substanzen Substanzen 10 , 5 (DS)

und einer Ethanol-Kontrolle. Links ist der gemessene Dotplot mit den dazu gehérigen Werten auf der rechten Seite
(siehe Tabelle).

8.6.4 Zellzyklusanalyse

8.6.4.1 Zelllinie MelDuWi
24 Stunden Behandlungsdauer:
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Anhang 73. Zellzyklusanalyse an der Zelllinie MelDuWi nach 24 h von der mitgefiihrten Kontrolle und den
Substanzen Betulinsdure (BS), dem Borkenextrakt der Platane (Extrakt) und 10. Links ist der gemessene Dotplot

mit den dazu gehdrigen Werten auf der rechten Seite (siehe Tabelle).
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Anhang 74. Zellzyklusanalyse an der Zelllinie MelDuWi nach 24 h von der mitgefiihrten Kontrolle und den
Substanzen NVX-207 (Tris), 5 (DS). Links ist der gemessene Dotplot mit den dazu gehérigen Werten auf der

rechten Seite (siehe Tabelle).
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Anhang 75. Zellzyklusanalyse an der Zelllinie MelDuWi nach 48 h von der mitgefiihrten Kontrolle und den
Substanzen Betulinséure (BS), dem Borkenextrakt der Platane (Extrakt) und 10. Links ist der gemessene Dotplot
mit den dazu gehdrigen Werten auf der rechten Seite (siehe Tabelle).
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Anhang 76. Zellzyklusanalyse an der Zelllinie MelDuWi nach 48 h von der mitgefiihrten Kontrolle und den
Substanzen NVX-207 (Tris), 5 (DS). Links ist der gemessene Dotplot mit den dazu gehérigen Werten auf der
rechten Seite (siehe Tabelle).
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Anhang 77. Zellzyklusanalyse an der Zelllinie MelDuWi nach 72 h von der mitgefiihrten Kontrolle und den
Substanzen Betulinsdure (BS) und dem Borkenextrakt der Platane (Extrakt). Links ist der gemessene Dotplot mit
den dazu gehdrigen Werten auf der rechten Seite (siehe Tabelle).
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Anhang 78. Zellzyklusanalyse an der Zelllinie MelDuWi nach 72 h von der mitgefiihrten Kontrolle und den
Substanzen NV X-207 (Tris), 10 und 5 (DS). Links ist der gemessene Dotplot mit den dazu gehdrigen Werten auf
der rechten Seite (siehe Tabelle).

8.6.4.2 Zelllinie SRGO2
24 Stunden Behandlungsdauer:
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Anhang 79. Zellzyklusanalyse an der Zelllinie SRGO2 nach 24 h von der mitgefiihrten Kontrolle und den
Substanzen Betulinsdure (BS) und dem Borkenextrakt der Platane (Extrakt). Links ist der gemessene Dotplot mit
den dazu gehorigen Werten auf der rechten Seite (siehe Tabelle).
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Anhang 80. Zellzyklusanalyse an der Zelllinie SRGO2 nach 24 h von der mitgefiihrten Kontrolle und den
Substanzen NV X-207 (Tris), 10 und 5 (DS). Links ist der gemessene Dotplot mit den dazu gehdrigen Werten auf
der rechten Seite (siehe Tabelle).
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Anhang 81. Zellzyklusanalyse an der Zelllinie SRGO2 nach 48 h von der mitgeftihrten Kontrolle und den
Substanzen Betulinsdure (BS) und dem Borkenextrakt der Platane (Extrakt). Links ist der gemessene Dotplot mit
den dazu gehdrigen Werten auf der rechten Seite (siehe Tabelle).
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Anhang 82. Zellzyklusanalyse an der Zelllinie SRGO2 nach 48 h von der mitgefiihrten Kontrolle und den

Substanzen NV X-207 (Tris), 10 und 5 (DS). Links ist der gemessene Dotplot mit den dazu gehérigen Werten auf
der rechten Seite (siehe Tabelle).

8.6.4.3 Zelllinie PriFri2
24 Stunden Behandlungsdauer:
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Anhang 83. Zellzyklusanalyse an der Zelllinie PriFri2 nach 24 h von der mitgefiinrten Kontrolle und den
Substanzen Betulinsdure (BS), dem Borkenextrakt der Platane (E) und 10. Links ist der gemessene Dotplot mit
den dazu gehdrigen Werten auf der rechten Seite (siehe Tabelle).
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Anhang 84. Zellzyklusanalyse an der Zelllinie PriFri2 nach 24 h von der mitgefuhrten Kontrolle und den
Substanzen NVX-207 (Tris), 5 (DS). Links ist der gemessene Dotplot mit den dazu gehtrigen Werten auf der
rechten Seite (siehe Tabelle).
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Anhang 85. Zellzyklusanalyse an der Zelllinie PriFri2 nach 48 h von der mitgefilnrten Kontrolle und den
Substanzen Betulinsdure (BS), dem Borkenextrakt der Platane (Et) und 10. Links ist der gemessene Dotplot mit
den dazu gehdrigen Werten auf der rechten Seite (siehe Tabelle).
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Anhang 86. Zellzyklusanalyse an der Zelllinie PriFri2 nach 48 h von der mitgefiihrten Kontrolle und den
Substanzen NVX-207 (Tris), 5 (DS). Links ist der gemessene Dotplot mit den dazu gehdrigen Werten auf der
rechten Seite (siehe Tabelle).

8.6.4.4  Zelllinie A375
24 Stunden Behandlungsdauer:
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Anhang 87. Zellzyklusanalyse an der Zelllinie A375 nach 24 h von der mitgefilhrten Kontrolle und den
Substanzen Betulinsdure (BS) und dem Borkenextrakt der Platane (E). Links ist der gemessene Dotplot mit den
dazu gehdrigen Werten auf der rechten Seite (siehe Tabelle).
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Anhang 88. Zellzyklusanalyse an der Zelllinie A375 nach 24 h von der mitgefiihrten Kontrolle und den
Substanzen NV X-207, 10 und 5 (DS). Links ist der gemessene Dotplot mit den dazu gehdrigen Werten auf der
rechten Seite (siehe Tabelle).
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Anhang 89. Zellzyklusanalyse an der Zelllinie A375 nach 48 h von der mitgefihrten Kontrolle und den
Substanzen Betulinsaure (BS) und dem Borkenextrakt der Platane (E). Links ist der gemessene Dotplot mit den
dazu gehdrigen Werten auf der rechten Seite (siehe Tabelle).
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Anhang 90. Zellzyklusanalyse an der Zelllinie A375 nach 48 h von der mitgefiihrten Kontrolle und den
Substanzen NVX-207, 10 und 5 (DS). Links ist der gemessene Dotplot mit den dazu gehorigen Werten auf der

rechten Seite (siehe Tabelle).
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