Aus dem Institut fir Virologie und Immunbiologie
der Universitat Wirzburg
Lehrstuhl fir Virologie

Vorstand: Prof. Dr. med. Axel Rethwilm

Funktionsanalyse von Derivaten des HIV-Antagonisten RN18, sowie potentieller
weiterer Vif/Apobec-Hemmstoffe mittels eines Zell-basierten Fluoreszenz
Screeningverfahrens

Inaugural - Dissertation
zur Erlangung der Doktorwirde der
Medizinischen Fakultat
der
Bayerischen Julius-Maximilians-Universitat Wurzburg
vorgelegt von
Dominik Opitz

aus Hitzhofen

Hitzhofen, November 2012




Referent: Prof. Dr. med. Axel Rethwilm
Koreferent:

Dekan: Prof. Dr. Matthias Frosch

Tag der miundlichen Prifung:

Der Promovend ist Arzt



Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis

I Y1 ] =T (1 Vo S TRRR 1
1.1 Humanes Immundefizienzvirus (HIV) ..., 1
1.1.1 VITUSAUTDAU. ..o 1
1.1.2 VITUSPIOTEINE ...ttt bbbt 1
1.13 ReplKatiONSZYKIUS.........ccveiiiiiiiiicc e, 2
114 HIV-INTEKEION 1. 4
1.15 TREIAPIE ...t 5

1.2 A3G/VIif INTEraktion......cc.oiveiuiiiiiiiiiieieiee e 6
1.3 Vif-Antagonist RNLS........c.ooiiiiiiiiiieee e 7
14 ZHEISEBIZUNG.......i it 8
2. Material Und MethOOeN ..........cooiiiiiiiiie s 9
2.1 MALEIIAL....oeieee bbb e s 9
211 PUFTEr UNd LOSUNGEN. ..ottt 9
2.1.2 TESTSUDSTANZEN ...t nnees 11
2.1.3 Zelllinie zur Detektion neuer potentieller Vif-Antagonisten.................. 12
2.14 ZEIKUITUL ...t 13
2.15 Herstellung von RN18 und dessen Derivaten...........cocooevenenenenieeinennns 13
2.1.6 Informationen Gber weitere SubsStanzen ............cccocveveviene e 16

2.2 MEINOUEN ...ttt 17
2.2.1 Optimierung der KulturbedinQuNngen...........cccccvevivevieiie e 17
2.2.2 Screening UNd TIEFALION .......coviiiieie e 17
2.2.3 MTT-Test zur Bestimmung der mitochondrialen Aktivitat.................... 20

3 B gEDNISSE s 21
3.1 Optimierung der KulturbedinQUNQen ......ccccoveiieiiie i 21
3.2 Screening UNd TItratION ..o 22
3.2.1 RN18 und 0.5% DMSO ......ccoiiiieieiee e 24
3.2.2 RINL8-DEIVALE. .....eeiviiiieiiiie ittt ee e 25
3.2.3 CBAT77a UNA DEIMVALE........oiiiiiieiicie et 28
3.24 Weitere TeStSUDSTANZEN ......ccueviieiiieerec e 33
3.25 Uberblick der EC50-Werte der Testsubstanzen ............ccccccvvveeucvenene. 38



Inhaltsverzeichnis

3.2.6 Vergleich einzelner Testsubstanzen bei 30 UM.........ccccviiiiiiiiiciene, 40

G T |/ N I I 111 S OPPPPR 41
[ S0 X (o] o PO TSP PRSPPI 43
4.1  Potentielle Vif-AntagoniSteN ..........cocoiieiiiieieece e 43
4.2 ZelOXIZITAL (MTT-TESL) coveiieiieiieeie et 45
4.3 TESISYSIEIM ...t 47
4.3.1 Madgliche Fehlerquellen in Screening und Titration..........c.ccceeevveneane. 47
4.3.2 Prézision der MesSSMEtNOUE ..........coviiiiiiiiiieie s 48
4.3.3 Optimierung der Kulturbedingungen...........ccoceeenenenencniceeeees 49

4.4 ReSISteNZENIWICKIUNG ..ot 49
4.5  WeterfUNIENTe TeSIS.....oii i e 50
ZUSAMMENTASSUNG .....cuveiiieiiecie ettt et e e e e e sreeneenes 52
VT =T o] o] 111 USROS 54
6.1  LIteraturVerzZeIiChNIS .....cc.ocuiiieii e enes 54
6.2  ADbIldUNGSVEIZEICNNIS ......eciiiiicc e e 58
6.3 TabellenVerzeiChNIS .......cvoeieiece e 60
6.4 ADKUrZUNGSVEIZEICANIS. ...ttt 61
ANNANG et 63
7.1  Substanzen mit geringer Wirkung im SCreening .........ccccuevererenenenenesnseeneenen, 63
7.2 Substanzen mit geringer Wirkung in der Titration ...........cccccoevevieiecve e 63



Einleitung

1. Einleitung

1.1 Humanes Immundefizienzvirus (HIV)
1.1.1 Virusaufbau

HIV-1 wird als Vertreter der komplexen Lentiviren zur Gruppe der Retroviren gezéhlt. Es
hat einen Durchmesser von ca. 100 nm. In Abb. 1 ist das Virus vereinfacht dargestellt.
Von der Umgebung wird es durch eine Lipidhille abgegrenzt, in die das virale
Glykoprotein eingelagert ist. An der Innenseite dieser Zellhille befindet sich das Matrix-
Protein p17 und weitere Proteine wie das Enzym Protease. Das Kapsid beherbergt zwei vi-
rale RNA-Genome (umgeben von Nukleokapsid) und weitere virale Enzyme, darunter die

Reverse Transkriptase (Modrow et al. 2003).
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Abbildung 1: HIV-1.

Lipidhalle, Haupthistokompatibilitdtskomplex (MHC) - Proteine und Glykoproteine gp 120 und gp 41. An-
grenzend Matrix-Protein p17 und u.a. das Enzym Protease. Im Kapsid befinden sich zwei RNA-Genome und
weitere virale Enzyme, darunter die Integrase und die Reverse Transkriptase (www.wikipedia.de (mit Er-
laubnis): HIV_Virion.svg).

1.1.2 Virusproteine

Matrix-, Kapsid- und Nukleokapsidproteine z&hlen zu den gruppenspezifischen Antigen
(Gag) - Proteinen und sind fur das Gerlst des Virus wichtig. Durch ribosomalen Leseras-
terwechsel entstehen Vorlauferproteine, bei denen neben der RNA-Sequenz fir die Gag-
Proteine auch die Region der polymerase (Pol) - Proteine abgelesen wurde. Aus diesen

Vorlauferproteinen entstehen durch Spaltung im Virus die aktiven viralen Enzyme (u.a.


http://www.wikipedia.de/
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Integrase, Reverse Transkriptase und Protease) (Modrow et al. 2003). Envelope (Env) -
Proteine sorgen fiir das Andocken an die Wirtszelle. Sie gehoren zu den Hullproteinen und
werden aus dem Vorlduferprotein gpl60 gebildet, das am Golgi-Apparat in das externe
gp120- und das transmembrane gp41-Protein gespalten wird (Modrow et al. 2003).

Zudem verfugt HIV-1 tber Gene, die fir regulatorische Proteine codieren. Zu diesen zah-
len transaktivatorische Proteine und akzessorische Proteine, wie der virale Infektionsfaktor
(Vif). Vif bildet einen Bestandteil des Ribonukleoproteinkomplexes des Virus und behin-
dert die humane Immunabwehr durch seine Interaktion mit einem Protein des angeborenen
Immunsystems (Sheehy et al. 2003). Eine mogliche Beeinflussung dieser Interaktion wird
in der vorliegenden Arbeit untersucht.

1.1.3 Replikationszyklus

Der Replikationszyklus von HIV-1 ist ein komplexer VVorgang (s. Abb. 2). Zun&chst bindet
HIV-1 mit gp120 an das CD4-Protein von T-Helferzellen, aber auch an Makrophagen,
dendritische Zellen und Gliazellen (Modrow et al. 2003). Das Andocken geschieht, wenn
das Virusprotein gp120 mit den Chemokinrezeptoren CCR5 und/oder CXCR4 wechsel-
wirkt, welche das Virus als Co-Rezeptoren nutzt. Die Folge ist eine
Konformationsédnderung von gp120/gp41, was dem Virus ermdglicht, mit der Zellmemb-
ran zu fusionieren. Durch die Verschmelzung entstehen Poren und das Kapsid gelangt, u.a.
zusammen mit der Reversen Transkriptase, ins Zellinnere (Temesgen et al. 2006). Im Zy-
toplasma der Wirtszelle beginnt die Reverse Transkriptase als Teil des
Ribonukleoproteinkomplexes das RNA-Genom in doppelstrangige DNA umzuschreiben.
Die fertige Virus-DNA wird im Verbund mit den Proteinkomponenten als
Préintegrationskomplex in den Zellkern transportiert, wo die virale Integrase fir den Ein-
bau der Virus-DNA in das zelluldre Genom sorgt. Von dem integrierten Provirus werden
via Transkription und Translation u.a. transaktivatorische Proteine (wie Nef, Tat, Rev)
hergestellt, welche in den Zellkern zurucktransportiert werden und die Transkription der
Virus-DNA steigern oder andere regulatorische Funktionen (ibernehmen. Im Zellplasma
werden schlieBlich die viralen (Vorlaufer)proteine Gag, Gag-Pol, Env und akzessorische
Proteine wie Vif hergestellt (s. Kap 1.1.2) (Smith et al. 2009, Temesgen et al. 2006). Bei
Verlassen des Virus aus der Wirtszelle treten die virale RNA und die viralen Proteine mit

der Zellmembran in Verbindung und kapseln sich unter Mitnahme einer Lipidhille von ih-
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rer Wirtszelle ab (Budding). Wahrend oder kurz nach diesem Ereignis wird die virale
Protease aktiviert. Sie spaltet VVorlauferproteine in die aktiven Komponenten und gewéhr-
leistet so die Infektionsfahigkeit des entstandenen Virus (Modrow et al. 2003, Temesgen et
al. 2006).
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Abbildung 2: Replikationszyklus von HIV-1.

Nachdem das Virus mit gp120 an das CD4-Protein der Zellmembran einer T-Helferzelle unter Zuhilfenahme
der Corezeptoren CCR5 und/oder CXCR4 gebunden hat (Virus adsorption), fusioniert das Virus mit der
Zelle (Virus-cell fusion), die virale RNA wird freigesetzt (Uncoating) und durch die Reverse Transkriptase
in DNA umgeschrieben (Reverse transcription). Die virale DNA tritt in den Zellkern ein und wird durch die
virale Integrase in das Zellgenom integriert (Integration). Durch Transkription dieser viralen DNA entsteht
virale RNA (Transcription) und anschliefend durch Translation virale Proteine (Translation). Diese Vor-
gange werden u.a. durch die Proteine Tat, Rev und Nef reguliert. Die viralen Proteine werden zusammen mit
der viralen RNA an der Zellmembran formiert (Assembly) und als Virus aus der Zelle entlassen (Budding).
Die Protease spaltet Vorlauferproteine in die aktiven Komponenten (HIV Protease) (Abbildung Gbernommen
aus Flexner 2007).
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1.1.4 HIV-Infektion

Die HIV-Infektion unterliegt einem phasischen Verlauf, wobei das erste Stadium klinisch
meist inapperent oder mit leichten grippalen Symptomen einhergeht (Modrow et al. 2003).
Es werden Makrophagen bzw. dentritische Zellen befallen und tber diese gelangt das Vi-
rus in Lymphknoten. Hier halten sich u.a. Makrophagen und T-Lymphozyten auf, mit de-
ren Hilfe sich das Virus weiter ausbreiten kann. Gleichzeitig wird die zelluléare und humo-
rale Abwehr stimuliert (Modrow et al. 2003).

Es folgt das symptomarme Latenzstadium, in dem HIV-spezifische Antikorper im Blut
vorhanden sind (Modrow et al. 2003).

Wenn, aufgrund einer gesteigerten Virusaktivitat, sowie durch eine fortschreitende Zersto-
rung v.a. von CD4+-T-Zellen, das Gleichgewicht zwischen Virusentstehung und Viruseli-
mination zusammenbricht, kommt es zu Infektionen. Diese sind unter anderem auf eine
verminderte Anzahl von Immunzellen zurtickzufiihren und aids-bezogen, aber noch nicht
aids-definierend. Man spricht in dieser Phase der Erkrankung auch vom AIDS related
complex (ARC). Erste Anzeichen hierfir kénnen eine persistierende Lymphadenopathie,
Fieber, Nachtschweill oder Gewichtsverlust sein (Modrow et al. 2003). Das Zerstéren von
Immunzellen und der damit verbundene Riickgang der Zytokin- und Chemokinbildung
sind fur den Verlust der zellularen Abwehr mit ausschlaggebend. Gleichzeitig ist wegen
der hohen Mutationsrate bei den Transkriptionsvorgangen und dem Selektionsdruck durch
das Immunsystem das Virus in der Lage, stdndig neue Epitope auszubilden und so der zel-

lul&ren und humoralen Abwehr zu entgehen.

Die Diagnose AIDS wird gestellt, wenn bei einem HIV-positiven Patienten bestimmte In-
fektionen oder Karzinome, die sogenannten AIDS definierenden Erkrankungen, festgestellt
werden. Die Anzahl der CD4+-T-Zellen misst dabei meist unter 200 Zellen/ul Blut (Mod-
row et al. 2003). Der Normwert liegt etwa bei 500-1400/ul Blut
(www.aidshilfe.de/sites/default/files/medinfo_77_Laborwerte.pdf).
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1.1.5 Therapie

Im Jahr 2011 waren weltweit 34,2 Millionen Menschen mit HIV infiziert, es kam zu 2,5
Millionen Neuinfektionen, 1,7 Millionen Menschen starben an den Folgen der Erkrankung
(www.unaids.org). In der Regel wird bei einer symptomatischen HIV-Infektion umgehend
die hoch aktive antiretrovirale Therapie (HAART) durchgefuhrt. Bezlglich des Behand-
lungsbeginns asymptomatischer Patienten findet man unterschiedliche Angaben aktueller
Richtlinien. Einerseits setzt man die Grenze im Blut bei < 350 CD4+T-Zellen/pl, andere
Publikationen  fordern eine Therapie erst bei < 200 CD4+T-Zellen/pl
(wwwe.aidsinfo.nih.gov, Flexner 2007, Temesgen et al. 2006). Durch HAART kann eine
Reduktion der Viruslast von mehreren 100000 Kopien/ml unter 50 Kopien/ml erzielt wer-
den. Eine Therapie wird derzeit als erfolgreich betrachtet, wenn die Viruslast dauerhaft un-
ter 50 Kopien/ml liegt (www.aidshilfe.de/sites/default/files/medinfo_77_Laborwerte.pdf).
Obwohl bereits Uber Therapiekonzepte mit ein oder zwei Medikamenten nachgedacht
wird, werden aktuell mindestens drei Medikamente kombiniert, um vor allem die Gefahr
der Resistenzentwicklung so gering wie mdglich zu halten (Flexner 2007). HAART setzt
sich nach aktuellem Stand aus zwei nukleosidischen Reverse-Transkriptase-Hemmern und
einem nicht-nukleosidischen Reverse-Transkriptase-Hemmer bzw. einem Proteaseinhibitor
zusammen (Modrow et al. 2003, Smith et al. 2009). Durch diese Kombination kann die
Prognose von HIV-Patienten signifikant verbessert werden (Sax und Gathe 2005). Bei un-
genugendem Ansprechen oder stark ausgepragten Nebenwirkungen kann u.a. ein Thera-
pieversuch mit Integraseinhibitoren oder dem CCR5-Antagonist Maraviroc versucht wer-
den (Flexner 2007, Gulick et al. 2008).

Aktuelle Forschungsanséatze beziglich neuer Therapien haben u.a. zellul&re Strukturen als
Grundlage. Die Interaktion von Vif mit dem Apolipoprotein B mRNA-editing catalytic
polypeptide 3G (Apobec3G=A3G) ist ein solcher Ansatzpunkt und gleichzeitig zentrales
Thema dieser Arbeit. A3G wird vor allem von CD4+T-Zellen gebildet, greift in den vira-
len Replikationszyklus ein und kann die Bildung eines intakten Virus verhindern. Der vira-
le Infektionsfaktor Vif hingegen bindet an A3G und flhrt dieses dem Proteasomenabbau in
der Zelle zu, so dass dessen antivirale Wirkung verloren geht (s. Kap. 1.2). Behindert man
diesen Abbau, kann die antivirale Wirkung von A3G aufrechterhalten werden, wodurch
nichtinfektiose Viren entstehen (Bishop et al. 2004).


http://www.unaids.org/
file:///E:/www.aidsinfo.nih.gov
http://www.aidshilfe.de/sites/default/files/medinfo_77_Laborwerte.pdf
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1.2 A3G/Vif Interaktion

A3G zéhlt zu den Cytosin-Deaminasen und wird zum Beispiel in CD4+T-Zellen herge-
stellt (Sheehy et al. 2003). Es wird bei Verlassen des Virus aus der Wirtszelle in das Virus
mit aufgenommen und bewirkt bei einem erneuten Replikationszyklus des Virus wéhrend
der reversen Transkription die Umwandlung von Cytosin zu Uracil in der Negativstrang-
DNA des Virus. Resultat dieser Deaminierung ist eine Guanin zu Adenin Mutation in der
Plusstrang-DNA des Virus (s. Abb. 3) (Harris et al. 2002, Suspene et al. 2004, Zhang et al.
2003). In der Folge werden schlieRlich defekte, nicht vermehrungsfahige Viren produziert
(Bishop et al. 2004). Wenige A3G-Molekiile pro Virus reichen, um die Entstehung infekti-
6ser Viren zu verhindern (Xu et al. 2007).
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Abbildung 3: Durch A3G entsteht eine Mutation im Virusgenom.

Waéhrend der reversen Transkription l1&sst A3G durch Deaminierung eines Cytosins (C) ein Uracil (U) in der
viralen Negativstrang-DNA entstehen (Cytidine deamination). Ergebnis ist eine Guanin (G) zu Adenin (A)
Mutation im Plusstrang der DNA des Virus (Hypermutation), was letztendlich die Entstehung defekter Viren
zur Folge hat (Abbildung Gbernommen aus Smith et al. 2009).

Dabei hat A3G nur in Abwesenheit des akzessorischen Virusproteins Vif eine hemmende
Wirkung auf die HIVV-Replikation (Goila-Gaur und Strebel 2008). Vif ist daflir verantwort-
lich, dass zum Beispiel in CD4+T-Zellen infektidse Viruspartikel produziert werden kon-
nen. Vif fuhrt A3G dem Proteasomenabbau zu und verhindert somit dessen antivirale

Funktion, so dass bei Verlassen der Wirtszelle infektiose Viruspartikel entstehen. Vif-
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defiziente Viren sind dazu nicht in der Lage. Diese erzeugen nur Viren, die eine erfolgrei-
che Neuinfektion der nachsten Wirtszelle nicht schaffen (von Schwedler et al. 1993). Vif
bindet dabei einerseits direkt an das A3G-Protein (Goila-Gaur and Strebel 2008, He et al.
2008, Mehle et al. 2007, Tian et al. 2006) und andererseits zusatzlich an die Proteine
Elongin B und C, was eine Voraussetzung fur die Interaktion mit Cullin 5 (CUL 5) ist
(Stanley et al. 2008, Yu et al. 2004). Das Protein RBX 1 und das Enzym E2 vervollstandi-
gen den entstandenen Ubiquitin-Ligase-Komplex, wodurch eine Polyubiquitinierung von
A3G erreicht wird (Mehle et al. 2004, Yu et al. 2003); ein Proteasomenabbau von A3G ist
die Folge (s. auch Abb. 4) (Conticello et al. 2003, Marin et al. 2003, Sheehy et al. 2003).

0
s
-
o Proteasomal

degradation

Abbildung 4: Vif fuhrt zur Polyubiquitinierung von Apobec3G (A3G) und damit zu dessen
Proteasomenabbau. )
Vif bindet an A3G und an Elongin B und C. Uber Elongin C entsteht eine Wechselwirkung mit Cullin 5

(CULS5), das mit dem Ring Box 1 (RBX1) - Protein interagiert. Die E2-Ligase bindet an CULDS5, (bergibt ihr
Ubiquitin an A3G (Ubiquitylation) und sorgt fir dessen Proteasomenabbau und somit fiir dessen Inaktivie-
rung (Proteasomal degradation) (Abbildung tbernommen aus Harris und Liddament 2004).

1.3 Vif-Antagonist RN18

Die Entdeckung der Vif/A3G Interaktion ergab eine vollig neue Perspektive in der anti-
HIV Therapie und gab Anlass dazu, nach moglichen Antagonisten dieser Interaktion zu
forschen. Die Substanz RN18 wurde 2008 als Vif-Antagonist beschrieben, insgesamt wur-
den in einem Testsystem etwa 30.000 Substanzen untersucht. Dabei wurden Uber
Quantifikation eines transient exprimierten GFP-A3G-Proteins niedermolekulare Substan-
zen in Fluoreszenzanalysen untersucht, in wie weit sie den Proteasomenabbau von A3G

durch co-transfiziertes Vif verhindern. Es wurden mehrere Substanzen mit positiver Wir-
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kung diesbezilglich gefunden. RN18 war die Substanz, die die starkste Hemmung des
A3G-Abbaus durch Vif ausloste. Durch weitere Tests konnte eine wahrscheinliche Spezifi-

tat von RN18 beziiglich seiner Wirkung nachgewiesen werden (Nathans et al. 2008).

1.4 Zielsetzung

Aufgrund der schnellen Resistenzentwicklung und der zum Teil erheblichen Nebenwir-
kungen in der konventionellen anti-HIV-Therapie muss nach Alternativen geforscht wer-
den. Das Ziel dieser Arbeit war, nach niedermolekularen Substanzen zu suchen, die ebenso
wie RN18 in der Lage sind, den Abbau von A3G durch Vif zu verhindern und damit die
antivirale Funktion von A3G zu erhalten. Dabei wurden zwei Wege eingeschlagen: Zum
einen wurde die Wirksamkeit von RN18-Derivaten im Vergleich zu ihrer Ausgangssub-
stanz untersucht und zum anderen sollten weitere niedermolekulare Substanzen gefunden

werden, die den Abbau von A3G durch Vif hemmen.

Um dieses Ziel erreichen zu kénnen, wurde mit den Arbeitsgruppen (AG) Prof. Bringmann
(Universitat Wirzburg, Institut fir Organische Chemie), Prof. Chibale (University of Cape
Town, Department of Chemistry), Prof. Holzgrabe (Universitdt Wirzburg, Institut fir
Pharmazeutische- und Lebensmittelchemie) und Prof. Schirmeister (Universitat Wurzburg,
Institut fur Pharmazeutische- und Lebensmittelchemie) zusammengearbeitet. Diese stellten
freundlicherweise im Rahmen der dort laufenden Arbeiten niedermolekulare Substanzen
fur die Tests als mogliche Kandidaten fiir eine Hemmung der Vif/A3G-Interaktion zur
Verfugung (Informationen tber die Substanzen s. Kap 2.1.5 und 2.1.6). Alle AG beschéf-
tigen sich u.a. mit der Entwicklung von viralen Hemmstoffen, sodass eine ausreichende
Anzahl unterschiedlicher Substanzbibliotheken zur Verfligung stand. In einem ersten quali-
tativen Screeningdurchlauf wurde eine gréRRere Anzahl verschiedener Substanzen getestet,
wobei vielversprechende Molekiile anschlieend einer quantitativen Analyse (Ermittlung
der mittleren Hemmkonzentration des A3G-Abbaus) unterzogen wurden. Fur die Quantifi-
zierung des A3G-Abbaus wurde in unserer AG ein entsprechendes Testsystem entwickelt

und eingesetzt (s. Kap. 2.1.3, Nowotny et al. 2010).
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2.  Material und Methoden

2.1 Material
2.1.1 Puffer und Lésungen

Dulbecco’s modified Zusammensetzung:
Eagle Medium (DMEM)- DMEM-Lésung ( invitrogen)
Komlettmedium,

Lagerung bei 4°C ) _
FCS (fotales Rinderserum,

Gibco; 30 min. inaktiviert bei 56°C)

Glutamin
NaHCO;
Penicillin
Streptomycin

Advanced Trypsin Zusammensetzung:
Versene (ATV), NaCl
Lagerung bei 4°C

NaHC03

KCI

D-Glucose

Trypsin

Phosphat gepufferte Salzlosung Zusammensetzung:
(PBS), ohne MgCl;, und CaCls,, NaCl
pH 7.4 KClI
Na;HPO,4 x 2H,0
KH,PO,
in dd Wasser

94/l

10 %

0.03 %
70 mM
0.12 mg/ml
0.12 mg/ml

137 mM
70 mM
5.4 mM

5 mM
0.5 mg/ml

137 mM
2.7 mM
4.3 mM
1.4 mM
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Zelllyse-Puffer

Trypanblau

MTT-LGsung

Extraktionslosung

Zusammensetzung:
Dithiothreitol (DTT)

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

ethansulfonséure (HEPES; pH 7,4)

Triton X 100
in dd Wasser

Zusammensetzung:

0.4 % Trypanblau
in PBS

Zusammensetzung:

0.25 % Thiazolyl Blue
Tetrazolium Bromide
in PBS

Zusammensetzung:

1 M HCL (Salzséure)
Dodecylsulfate sodium salt (SDS)
in 100% Dimethylsulfoxid (DMSO)

10

ImM
ImM

1%

0.4%

0.25%

1M
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2.1.2 Testsubstanzen

DincophyllinA DincochinonB Droseron Habro MKO02 MKO03
AG Prof. MY 352 MY367A MY284A CA157-9 SBD52 md181
Bringmann MKO01 CA186.2 CA194 CA262 SBD88 BB60
TB105 TB125 md142 md218 DG160 DG172
GEMO046 GEMO047 GEMO048 GEMO049 GEMO050 GEMO051
GEMO052 GEMO053 GEMO054 GEMO056 GEMO057 GEMO058
AG Prof. GEMO059 GEMO060 GEMO061 CcQ NOR MUCO
Chibale DihydroArtemi. AZT VAK1002 VAK1007 AZKP GEMO026
GEMO038 GEMO039 GEMO040 GEMO041 GEMO042 GEMO043
GEM044 GEMO045
QD6-2 QD5-1 QD5-5 Q9 QV2 MMd1
TGOL1 TGOL3 JsS08 JS91 JS219 TGBHS
EHW141 EHW?216 EHW229 EHW412 TG4V EHW?227
AG Prof. EHW257 EHW104 EHW254 EHW65 JSW49 CJ157
DUO3 DC-EtpH DFE MP138 TG47 QD5-4*2
Holzgrabe i
trans-B-Nitro trans-Zimtsaure | Zimtalkohol | Ethacrynsdure JK80-2 JS154
JK179 CT13 CT18 CJ89 CJ100 CJ103
cJ107 CJ116 MTO06 JK32 JK40 JsS03
EHW549 EHW584 uDT2 UDT3 W-DUO3 QD6-1*2
FMO03 FMO04 FMO05 FMO06 FMO07 FMO08
FM29 FM34 FM35 FM36 FM37 FM47
FM84 FM85 FM86 FM88 FM89 TS-204
TS-192 TS-194 TS-189 TS-190 TS-195 TS-44
TS-48 TS-206 TS-23A TS-23B VHO04 CS117
AG Prof. CS128 CS132 Cs134 Cs135 CS136 CS138
Schirmeister Cs131 MS091 MS095 MS097 MS101 MS102
MS104
CBA44 CBA-35 CBAT77a CBA-28 CBE-OI-26 MH232B
MHR14 MRO14 MHR11 MH256B TS-205 TS-208
TS-207 TS-200 TS-201 TS-202 TS-203 CBA76a
CBA76b CBA77b CBAT78 CBAT9 CBA80 CBA81
CBA82 CBAS83 CBA84 CBA85 CBA86 CBAS87

Tabelle 1: Testsubstanzen.
Die Substanzen wurden freundlicherweise zur Verfugung gestellt von:

Prof. Dr. Dr. h.c. Gerhard Bringmann, Institut fir Organische Chemie, Universitat Wirzburg.

Prof. Dr. Kelly Chibale, Department of Chemistry, University of Cape Town.
Prof. Dr. Ulrike Holzgrabe, Institut fur Pharmazeutische- und Lebensmittelchemie, Universitat Wiirzburg.
Prof. Dr. Tanja Schirmeister, Institut fiir Pharmazeutische- und Lebensmittelchemie, Universitat Wirzburg.
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2.1.3 Zelllinie zur Detektion neuer potentieller Vif-Antagonisten

Um potentielle Vif-Antagonisten zu testen, wurde in unserer AG eine monoklonale Zellli-
nie hergestellt, die sowohl A3G als auch Vif exprimiert. In einem ersten Schritt wurde ein
retroviraler Vektor mit Doxycyclin abhéngiger Tet-Off-Funktion geschaffen, mit dem die
Expression des vorgeschalteten Vif-Gens gesteuert werden kann (Nowotny et al. 2010).
Mit diesem Vektor wurden Viren produziert und humane embryonale Nierenzellen
(HEK?293T) infiziert. A3G ist N-terminal mit einem EYFP-Protein verknipft, so dass die
relative Konzentration von A3G mit Fluoreszenzmessungen ermittelt werden kann. Dieses
Fusionsprotein wird konstitutiv exprimiert. Ist Doxycyclin (Dox) im Medium vorhanden,
wird das Vif-Gen abgeschaltet und die relative Konzentration von A3G und somit das Flu-
oreszenzsignal erhoht. Befindet sich kein Dox im Medium, wird Vif angeschaltet und die
Fluoreszenz wegen der jetzt geringen A3G-Konzentration erniedrigt (s. auch Abb. 5). Ent-
scheidender Vorteil dieser Zelllinie ist die kostenguinstige (weniger als 0.001 Eurocent pro
Substanz und Screening) Testung von moglichen inhibierenden Substanzen. AuRerdem ist
die Zelllinie einfach anzuwenden, die Tests sind vielfach reproduzierbar und gut kontrol-
lierbar (Nowotny et al. 2010).

constitutive

ﬁ 2Q3T Vif Tet-OEYFP-A3G
expression
m Ever_l___A3G H_IRES HPURORM---------- = E&FP

controllable /
_ expression
Peria Ptight Vif LTR |====~&g =~~~ "@
Doxycycline

Proteasomal
EYFP <—— degradation *-—e—=—=— @
fluorescence
\\ of EYFP-A3G @ N

Abbildung 5: Schema der Zelllinie 293TVif Te-OMEYFP-ASG,

Mittels des Zytomegalievirus-Promoters (Pcmy) wird der Genabschnitt EYFP-A3G, der durch ein internal
ribosomal entry site (IRES) an ein Puromycin-Resistenzgen (PuroR) gekoppelt ist, abgeschrieben
(constitutive expression). Das entstandene EYFP-A3G ist fluoreszent. Vif wird unter Kontrolle von Dox
exprimiert (controllable expression Doxycycline), der dafiir codierende Genabschnitt ist PEF_la-tTAZ—Pﬁght
(Promoter, Tet transactivator and promoter) -Vif. Ist Dox im Zellmedium nicht vorhanden, wird Vif
exprimiert, bindet an A3G und EYFP-A3G wird durch Proteasomen abgebaut. Messbare Wirkung ist ein
niedriges zellulares Fluoreszenz-Signal aufgrund geringer A3G-Konzentrationen (Nowotny et al. 2010).
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2.1.4 Zellkultur

Die Zelllinie 293TVif Te-OMEYFP-ASG (5 Kap. 2.1.3) wurde in DMEM-Komplettmedium,
versetzt mit 4 ng/ml Puromycin (Puro), in einem Inkubator unter 5 % CO,-Gehalt und bei
37 °C auf Greiner Kulturplatten kultiviert; HelLa-Zellen wurden in DMEM-
Komplettmedium (ohne Puro) kultiviert. Diese beiden Zellarten wurden fir die Tests be-
nutzt (s. Kap. 2.2.2). Die Zellen wurden alle zwei bis drei Tage bzw. bei subkonfluenten
Bedingungen passagiert und weiterkultiviert. Dafiir wurde bei der Zelllinie 293TVIf Te-
OffIEYFP-ASG das DMEM-Komplettmedium, versetzt mit 4 ng/ml Puro, bei den HeLa-Zellen
das DMEM-Komplettmedium (ohne Zusatz), zuerst abgesaugt, die Zellen mit PBS (ohne
MgCl, und CaCl,) gewaschen und danach ATV-L6sung auf die Zellen gegeben. Die Zel-
len wurden anschlieend in den Inkubator gestellt und der Zeitpunkt abgewartet, bis die
Zellen sich abzuldsen begannen. Je nach Ausgangsdichte der Zellen, die zuvor durch das
Mikroskop abgeschatzt wurde, wurden die Zellen im Verhéltnis 1:5, 1:8 oder 1:10 mit dem

entsprechenden DMEM-Komplettmedium verdinnt und weiterkultiviert.

2.1.5 Herstellung von RN18 und dessen Derivaten

Mit der Zelllinie 293T V" T-OEYFP-A3G \yiyrden unter anderem Derivate des schon bekann-
ten Vif-Antagonisten RN18 getestet. Die AG Prof. Schirmeister synthetisierte dafiir mittels
eines Substituenten-basiertem Design gezielt RN18-Derivate und versuchte, bei einer in
Screening und Titration aufgetretenen Wirkverbesserung des jeweiligen Derivates gegen-
uber RN18 essentielle funktionelle Gruppen in der Struktur mit verbesserter antagonisti-
scher Wirkung zu identifizieren (Struktur-Wirkungs-Beziehung).

In Abb. 7 (1. Schritt) ist ein Verfahren gezeigt, wie RN18 hergestellt werden kann. Das
Grundgerust von RN18 bilden drei Benzolringe, welche zum einen mit einem Thioether,
zum anderen Uber eine Amidgruppe verbunden sind. Zusatzlich verfigen die terminalen
Ringe Uber je einen weiteren Substituenten (verschiedene Reste, beispielsweise Struktur
von RN18 mit R3 = NO,, R10=OMe, Ry4=H, s. Abb. 6), weitere mogliche Stellen (R1 bis
Ru14) zur Substitution sind angegeben (Matz 2010).

13



Material und Methoden

Rr8

R R®

N R1

R14 R12

R3 Rl
R2

Abbildung 6: Struktur von RN18.
R, R% R, R® R® R, R® R% R™, R R® R™=H;R®=NO,; R = OMe (Abbildung aus Matz, 2010).

RN18-Derivate kénnen auf verschiedene Art und Weise hergestellt werden. Einerseits
konnen aus dem Ursprungsmolekiil RN18 durch Abwandlung der bestehenden Substituen-
ten (an R3 und R10) neue Verbindungen gebildet werden (Methode 1, s. Abb. 7). Eine
weitere Moglichkeit besteht darin, dass strukturell verwandte Edukte eingesetzt werden
und sich so RN18-dhnliche Molekile synthetisieren lassen (Methode 2, s. Abb. 8) (Matz
2010).

Synthese von Derivaten der ersten Generation:

OMe
OH HoN
POCI5, NEtg
+ —_—
/@/S o 0°C>RT, 24h /©/S )

OMe

zT

75 %

ON OoN

RN18

1. BBrg, CH,Cl,
-78°C->RT, 24h

SnCly, HCI
80°C,2h

QWH on QYH ove
Peage ~TC

O2N HoN

FMO07 FM08

Abbildung 7: Synthese von FM07 und FMO08 (RN18-Derivate der 1. Generation) nach Methode 1.
Im ersten Schritt ist ein Verfahren gezeigt, mit dem die Substanz RN18 hergestellt werden kann. Jeweils ein
Substituent der Ausgangssubstanz wurde anschlieBend verdndert (Abbildung aus Matz, 2010).
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Synthese eines Derivates der zweiten Generation:

H
OH HoN oMe N OMe
POCI;, NEty
. -
/@/5 o) 0°C->RT,24h Q/S o)
O,N O2N

FM29

Abbildung 8: Synthese von FM29 (RN18-Derivat der 2. Generation) nach Methode 2.

Es wurden dhnliche Edukte wie bei der Herstellung von RN18 verwendet (vgl. Abb. 7: 1. Schritt) (Abbildung
aus Matz, 2010).

Synthese von Derivaten der dritten Generation:

SH
Cul, Ethylenglycol,
80T, 2h

NO,
H
N " OMe
1. BBI’3, CH2C|2 N
s o 78 T->RT,24 h
S o}
/©/ 2.H,0, RT

O5N

OsN

) RN18

KzCOa, iso
Propylbromid
0°C,24h

K5COg, n-Brompropan

K5CO3, Benzylbromid
70T, 24h

70 C,24 h

Abbildung 9: Auszug aus der Synthese von FM84, FM85 und FM86 (Derivate der 3. Generation).
FMO7 ist ein Derivat der 1. Generation (Abbildung aus Matz, 2010).
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2.1.6 Informationen Uber weitere Substanzen

AG Prof. Holzgrabe

Die Substanzen EHW216 und JS91 sind Zwischenprodukte in der Synthese von allosteren
Modulatoren von Muscarin-Rezeptoren. Die Substanz EHW216 ist als Verbindung 8 in
Development of a New Type of Allosteric Modulator of Muscarinic Receptors:

Hybrids of the Antagonist AF-DX 384 and the Hexamethonio Derivative W84 (Mohr et al.
2004), JS91 als Verbindung 12 in der Dissertation von Jens Schmitz (2008) zu finden.

AG Prof. Schirmeister

Die Substanz CS128 entstammt einer Serie, die als Weiterentwicklung der Verbindungen
13b und 13e (als Leitstrukturen) in Aziridide-Based Inhibitors of Cathepsin L: Synthesis,
Inhibition Activity, and Docking Studies hergestellt wurden (Vicik et al. 2006).

Die Substanz CBA77a und dessen Derivate sind Derivate der Substanzen A07/A08 in der
Dissertation von Christian Biichold (2009).
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2.2 Methoden
2.2.1 Optimierung der Kulturbedingungen

Es wurde bei diesem Test eine Kombination von Zellen verwendet, die sich zum einen aus
293T-Zellen und zum anderen aus HelLa-Zellen zusammensetzt. Die Tests wurden auf-
grund von Erfahrungswerten der Arbeitsgruppe mit der Aussaat von 15000 Zellen pro Ver-
tiefung einer 96-Multiwellplatte (FALCON Microtest) angesetzt und es sollte tberpruft
werden, ob diese Anfangszellzahl fur die Tests geeignet ist. Daflir wurde das Wachstum
von 5000, 10000, 15000 und 20000 Zellen pro 0.32 cm? was der Vertiefung einer 96-
Multiwellplatte entsprach, miteinander verglichen. Als Parameter wurde hierflr die Zell-
verdopplungsrate (Population Doublings =PD) nach 24, 48 und 72 h herangezogen (log2
(geerntete Zellzahl/ausgesate Zellzahl)). Verschiedene Zellkombinationen wurden dabei
untersucht. Die Zellkombination A enthielt Zellen aus der Zelllinie 2937V Te-OMEYFP-ASG
und HeLa-Zellen, Zellkombination B Zellen aus der Zelllinie 293TVf Te-OfEYFP-ASG -\ /ar_
setzt mit 0.1 mg/ml Dox. Zellkombination C enthielt Zellen aus der Zelllinie 2937V T
OffIEYFP-ASG " die mit 0.1 ng/ml Dox versetzt waren und HeLa-Zellen. Zellkombination D be-
stand aus HelLa-Zellen und Zellkombination E aus Zellen der Zelllinie 293TVif TetOM/EYFP-
A3G versetzt mit 10 ng/ml Dox. Es wurde ein Mittelwert aus jeweils zwei Zellzdhlungen
errechnet, die Zellzahlbestimmung erfolgte mittels Trypanblaufarbung in einer Neubauer-
Zahlkammer. Der Anteil der HeLa-Zellen betrug stets 10 % der ausgesaten Gesamtzellzahl
und die Menge an Zell-Nahrmedium-Gemisch betrug 100 pl pro Vertiefung (als Ndhrme-

dium wurde DMEM-Komplettmedium verwendet).

2.2.2 Screening und Titration

Die Zelllinie 2937V Te-OMEYFP-ASG | ng Hel a-Zellen wurden, wie in Kap. 2.1.4 beschrie-
ben, kultiviert. Zu Beginn der Screening- und Titrationsversuche wurde die Zelllinie
293 T Vif TEtOMEYFP-ASG mit der Zugabe von DMEM-Komplettmedium, versetzt mit 10 ng/ml
Dox, kultiviert, womit die Vif-Synthese unterbunden wurde. Nach etwa 70 h wurden die
Zellen geerntet. DMEM-Komplettmedium, versetzt mit 0.1 ng/ml Dox, wurde der Zelllinie
293TVif TELOMEYFP-ASG hejgegeben. Hela-Zellen wurde DMEM-Komplettmedium ohne
Dox-Zusatz beigegeben. Dox wurde in einer Konzentration von 0.1 ng/ml zugefuhrt, um

eine wiederkehrende langsame Expression von Vif zu erreichen. Die Zellzahlbestimmung

17



Material und Methoden

der beiden Zellarten erfolgte mittels Trypanblaufarbung in einer Neubauer-Zahlkammer.
Danach wurden die beiden Zellarten zusammengefuhrt und auf eine 96-Multiwellplatte
ausgesat, 15000 Zellen gel6st in 100 pl DMEM-Komplettmedium pro Vertiefung, versetzt
mit Dox (0.1 ng/ml). Der Anteil der HeLa-Zellen betrug dabei stets 10 % der ausgesaten
Gesamtzellzahl, also 1500 Zellen. Hierdurch wurden wesentlich verbesserte Kulturbedin-
gungen fir die Zelllinie 2937V TWOMEYFP-ASG or7elt, da die Zellen besser an der Kultur-
platte haften und so u.a. Zellverluste durch folgende Waschschritte vermindert wurden.

Nach 46-50 h wurden die Testsubstanzen (s. Kap. 2.1.2) zugegeben. Zuvor wurden von
den Substanzen Arbeitskonzentrationen (6 mM) durch LOsung in Dimethylsulfoxid
(DMSO) hergestellt und eingefroren. In einem ersten qualitativen Screeningdurchlauf wur-
den Substanzen bei einer Konzentration von 30 UM in einer Dreifachbestimmung getestet.
AnschlieBende Titrationen vielversprechender Substanzen zur Ermittlung der mittleren
Hemmkonzentration wurden in einer Sechsfachbestimmung mit folgenden Konzentratio-

nen durchgefiihrt:

30uM | 15 pM 75pM  [3.75uM  [1.88uM | 0.94puM | 0.47 pM

Tabelle 2: Verdunnungsstufen der Titration. Etwaige Abweichungen an jeweiliger Stelle vermerkt.

In dem Inkubationsmedium der Testsubstanzen befanden sich bei allen Konzentrationen
0.5 % DMSO.

Kontrollen:

Positivkontrolle RN18 bei einer Konzentration von 30 uM bzw. analog zu den Konzentra-
tionen der Titrationsversuche (s. Tab. 2).

Negativkontrolle DMEM-Komplettmedium mit 0.5 % DMSO.

Positivkontrolle DMEM-Komplettmedium mit 0.5 % DMSO und 0.1 ng/ml Dox.

Die Kontrollen wurden stets neu hergestellt, um moglichen Wirkverlusten der Inhaltsstoffe
Uber die Zeit vorzubeugen (zu Dox: s. Clontech Tet-On® 3G Inducible Expression Sys-

tems User Manual).
Zellernte und Fluoreszenzmessung:

Nach weiteren 24 h wurden die Zellen mit Lysispuffer versetzt und auf eine schwarze 96-
Multiwellplatte tberfuhrt. Die EYFP-A3G-Fluoreszenz wurde mit einem Fluoreszenzrea-
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der (TECAN safire 2) gemessen (Anregungswellenléange: 510nm; Emissionswellenlange:
535nm) (s. auch Abb. 10).

inactive x k\ o c&»

\ =8
Inhibitor Y . e A
€ g da? ";'; ’;-;:’,,E \ 96-multiwell plate
. / N [ 0000000000
V'% [EYFP-A3G degradation]

L
\®\ . EYFP  A3G [
< wa /
¢ AR r;.sf"’"“l
active ;‘é‘ “Z.?,/’f’,?;;"/t)‘/;
Inhibitor ; UL
[EYFP-A3G fluorescence|

Abbildung 10: Messung der Beeinflussung der A3G/Vif Interaktion im Screening-Testsystem durch
einen potentiellen Vif-Antagonisten.

Ein inaktiver Antagonist kann die Degradierung von EYFP-A3G durch Vif nicht verhindern, ein aktiver An-
tagonist hingegen ist in der Lage, EYFP-A3G zu erhalten. Inwiefern eine Substanz die Vif/A3G Interaktion
beeinflusst, kann indirekt anhand der messbaren Fluoreszenz ermittelt werden (analog dazu das Titrations-
Testsystem in einer Sechsfachbestimmung).

Zeichnung von Dr. Marc Kirschner (nicht publiziert), unter Verwendung von: Strukturen von A3G
(Bransteitter et al. 2009); Vif (Balaji et al. 2006); EYFP (Wachter et al. 1998).

Die Wirksamkeit der Testsubstanzen wurde durch den EC50-Wert ermittelt, welcher mit
dem Graphikprogramm Graph Pad Prism berechnet wurde. Dieser gab an, bei welcher
Testsubstanzkonzentration eine halbmaximale Hemmung von Vif bzw. eine halbmaximale
Aufrechterhaltung von A3G eintrat. Wenn bei Testsubstanzen kein Plateau erreicht wurde,
wurden bei der Berechnung des EC50-Wertes die Minimal- und Maximalwerte der relati-
ven Fluoreszenz-Intensitat (RFI: Fluoreszenzwert bezogen auf die Positivkontrolle Dox, s.
weiter unten) aus der Titrationskurve als Fixpunkte verwendet. Zur Bestétigung der Titra-
tionsergebnisse wurde die Titration einer Testsubstanz insgesamt dreimal mit jeweiliger
Sechsfach-Bestimmung pro Konzentration durchgefiihrt (ggf. abweichend, an Ort und Stel-
le vermerkt). Eine Titrationskurve wurde sodann aus den Mittelwerten von 18 Fluores-
zenzwerten, die bei sieben unterschiedlichen Konzentrationen gemessen wurden, erstellt.
Da die Titrationsreplikate an verschiedenen Tagen durchgefiihrt wurden, wichen die abso-
luten Fluoreszenzintensitatswerte (FI) zum Teil deutlich voneinander ab. Um diesen Mess-
fehler auszugleichen, wurden in den Titrationskurven nicht die absoluten FI-Werte aufge-
tragen, sondern ein gemessener Fluoreszenzwert wurde im Verhaltnis zur gleichzeitig ge-

messenen Positivkontrolle Dox angegeben (RFI).
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2.2.3 MTT-Test zur Bestimmung der mitochondrialen Aktivitat

Mittels MTT-Test kann die Aktivitat von Zellen gemessen werden. Nur stoffwechselaktive
Zellen konnen das gelbe, wasserldsliche Tetrazolium-Salz 3-(4,5Dimethylthiazol-2-yl)-
2,5-Diphenyltetrazoliumbromid (MTT) aufnehmen. Dieses wird von mitochondrialen De-
hydrogenasen zu violett gefarbtem, wasserunloslichen Formazan reduziert, das zellulare
Membranen nicht passieren kann (Entwicklung durch Mosmann 1983). Das gemessene
Formazan ist somit direkt proportional zur Anzahl stoffwechselaktiver Zellen in einer Sus-
pension und wird deshalb sehr gerne als Indikator der Zelltoxizitét einer bestimmten Sub-
stanz herangezogen. Testsubstanzen, die im Screening einen positiven Effekt hinsichtlich
der Aufrechterhaltung der A3G-Konzentration zeigten, wurden deshalb mittels MTT-Test
auf ihre Zelltoxizitat hin untersucht. Der MTT-Test wurde bei Testsubstanzkonzentratio-
nen von 30 pM, 15 pM und 7.5 pM durchgefiihrt. Fir den MTT-Test wurden 13500
HEK293T- und 1500 HelLa-Zellen in je 100 pul DMEM-Komplettmedium ohne Dox-
Zugabe pro Vertiefung einer Kulturplatte ausgesét (vgl. analog dazu Kap. 2.2.2). Nach ei-
ner Inkubationszeit von 24 h wurde das DMEM-Komplettmedium entfernt und die ver-
schiedenen Testsubstanzkonzentrationen zu den Zellen gegeben (Dreifachbestimmung).
Durch Zugabe von 50 pl MTT-Ldsung (0.25%) zu den Zellen nach weiteren 24 h wurde
sodann der Aktivitatstest gestartet und die Proben wiederum so lange inkubiert, bis deut-
lich Formazankristalle zu sehen waren (1 h). AnschlieRend wurde der Uberstand abgesaugt
und durch 50 ul Extraktionslosung ersetzt. Die Kulturplatten blieben daraufhin fir ¥ h bei
Raumtemperatur stehen, bevor abschlieRend die Absorption der Formazanldsung bei einer
Wellenldnge von 590 nm mittels eines Fluoreszenzreaders bestimmt wurde. Als Kontroll-
substanzen wurde DMEM-Komplettmedium, versetzt mit 0.5 % DMSO (Negativkontrolle)
und DMEM-Komplettmedium, versetzt mit 15 % DMSO (Positivkontrolle) eingesetzt. Die
anfangs verwendete Positivkontrolle Ethanol wurde aufgrund von Testauffalligkeiten er-
setzt. Es schien, als erhohe Ethanol auch die Zelltoxizitat bei Zellen, die in angrenzenden
Vertiefungen einer Kulturplatte ausgesat waren. DMEM-Komplettmedium ohne Zusatz
wurde deshalb mit untersucht, um einen méglichen Einfluss von 0.5 % DMSQO, in dem be-

kanntlich alle Testsubstanzen geldst waren, zu messen.
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3

Ergebnisse

3.1 Optimierung der Kulturbedingungen

Zu Beginn der Tests wurde untersucht, welche Anfangszellzahl pro Vertiefung einer Kul-

turplatte fiir Screening und Titration geeignet ware (s. dazu Kap. 2.2.1). Auch sollte ausge-

schlossen werden, dass die Zugabe von Dox einen Einfluss auf die Zellvermehrung hatte.

Neben der Zellverdopplungsrate (PD) bei 15000 wurde auch die PD bei einer Aussaat von
5000, 10000 und 20000 Zellen fur funf verschiedene Zellkombinationen untersucht (s.

Tab. 3-7). Dox hatte keinen signifikanten Einfluss auf die untersuchten Zellen.

Oh 5000 Zellen 10000 Zellen 15000 Zellen 20000 Zellen
24 h 1.8 1.3 1.3 0.8

48 h 3 3 2.7 2.3

72 h 2.8 2.3 2.7 2.3

Tabelle 3: PD von Zellkombination A; 293T VT Te-OffEYFP-ASC \,nd Hela-Zellen.

Oh 5000 Zellen 10000 Zellen 15000 Zellen 20000 Zellen
24 h 1.9 1.2 1.8 1.8

48 h 2 2.6 2.4 2.2

72 h 3.4 3.1 3.1 2.4

Tabelle 4 : PD von Zellkombination B: Zelllinie 293T Vi TetOMEYFP-A3G mit 0.1 ng/ml Dox.

Oh 5000 Zellen 10000 Zellen 15000 Zellen 20000 Zellen
24 h 1.1 1.1 1.3 0.7

48 h 2.4 2.8 2.8 2.5

72h 4.2/4.4 3.8/4.2 3.6/3.7 2.8/3.8

Tabelle 5 : PD von Zellkombination C: 293T Vi Te-OMEYFP-A3G it 0.1 ng/ml Dox und HeLa-Zellen (mit/ohne

Austausch des Nahrmediums nach 48 h).
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Oh 5000 Zellen 10000 Zellen 15000 Zellen 20000 Zellen
24 h 1 1 15 1.4

48 h 1.8 1.7 2 1.7

72 h 2.3 2.2 2.2 19

Tabelle 6: PD von Zellkombination D: HelLa-Zellen.

Oh 5000 Zellen 10000 Zellen 15000 Zellen 20000 Zellen
24 h 1 1.1 1.4 15

48 h 2.6 29 2.7 2.5

72 h 3.8 3.2 3.1 3

Tabelle 7: PD von Zellkombination E: Zelllinie 293T Y Te*OMEYFP-A3G it 10 ng/ml Dox.

Die Daten zeigten, dass eine Aussaat von 15000 Zellen pro Vertiefung zu einer akzeptab-
len PD fuhrte. Die PD der HeLa-Zellen fiel dabei geringer aus, als die PD der Zelllinie
293TVif TELOMEYFP-ASG ' Djes konnte auch wahrend der Zellkultivierung so beobachtet wer-
den, da die Zelllinie 293TVf TtOMEYFP-ASG hai den Passagierungen immer groRziigiger mit
dem jeweiligen DMEM-Komplettmedium verdunnt werden musste.

Niedrigere Anfangszellen, insbesondere 5000 Zellen, fuhrten zu einem losen Zellverband,

in dem groRere Bereiche der Vertiefungen nicht besiedelt waren (Daten nicht gezeigt).

Mit der akzeptablen PD war eine ausreichende Zelldichte verbunden, die fir die Tests be-
notigt wurde. Anhand dieser Ergebnisse wurden somit samtliche Screeningdurchldufe und

Titrationen mit 15000 Zellen pro Vertiefung einer 96-Multiwellplatte durchgefihrt.

3.2 Screening und Titration

Es wurden insgesamt 183 Substanzen in einem Screeningdurchlauf getestet und
dabei indirekt gemessen, inwiefern der Abbau von A3G durch Vif in den unter-
suchten Zellen von den Testsubstanzen zu verhindern war. Bei 46 dieser Sub-
stanzen wurden Titrationen durchgefuhrt, um genauere Ergebnisse hinsichtlich
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threr Wirkung zu erhalten. Titriert wurden Substanzen, fir die gleiche oder bes-
sere Ergebnisse als fir RN18 im Screening ermittelt werden konnten. Zuséatzlich
wurden stichprobenartig auch geringer wirksame Substanzen titriert, um deren
Wirkung bei niedrigeren Konzentrationen zu testen.

Nachstehend sind alle Screeningdurchldufe mit den entsprechenden Titrationen
graphisch aufgefuhrt. Testsubstanzen, die im Screening eine geringere Wirkung
als 50 % Relative Fluoreszenz (RFI: FI im Verhaltnis zur Positivkontrolle Dox)
aufwiesen, sind aus Grinden der Ubersichtlichkeit im Anhang (Kap. 7.1) tabel-
larisch dargestellt. Titrationsergebnisse, bei denen wegen unterdurchschnittlicher
Wirkung erst gar kein EC50-Wert berechnet wurde und Titrationsergebnisse mit
einem EC50-Wert tiber 16 puM, sind in Kap. 7.2 aufgefihrt.

Als erstes folgen nun die Titrationsergebnisse der Kontrollsubstanz RN18 und
statistische Angaben zu den Kontrollen RN18 und 0.5 % DMSO (s. Kap. 3.2.1),
im Anschluss daran die Ergebnisse der Titrationen der RN18-Derivate (s. Kap.
3.2.2). Danach sind die Ergebnisse von CBA77a und dessen Derivate (s. Kap.
3.2.3) und daran anschlielend weitere Testsubstanzen aufgefuhrt, die von ver-
schiedenen AG zur Verfligung gestellt wurden (s. Kap. 3.2.4).

Der Titrationsgraph der Kontrollsubstanz RN18 errechnete sich aus dem Mittel-
wert von 9 individuellen Titrationen. Die Anzahl der Mittelwerte, aus denen die
Titrationsgraphen aller Gbrigen Testsubstanzen errechnet wurden, sind in den je-
weiligen Kapiteln aufgefuhrt. Die X-Achse ist wegen der besseren Anschaulich-
keit logarithmisch skaliert (s. Abb. 11). Aus den einzelnen Werten der Fluores-
zenzergebnisse bei unterschiedlichen Konzentrationen wurden Titrationskurven
errechnet. Eine Titrationskurve wurde exemplarisch am Beispiel von RN18 né-
her beschrieben, ansonsten wurde der aus der extrapolierten Kurve errechnete
EC50-Wert zur Beurteilung der Wirkung einer Substanz herangezogen. Dieser
kann mit dem errechneten EC50-Wert von RN18 verglichen werden, wodurch die
Wirkung einer Testsubstanz letztendlich eingeordnet wurde (Ausnahme CBA77a-
Derivate: Einordnung anhand des EC50-Wertes von CBA77a). Der ungeféhre
EC50-Wert kann auch aus dem Kurvenverlauf der Titration herausgelesen werden.
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3.2.1 RN18 und 0.5% DMSO
In Abb. 11 ist die Titrationskurve der Kontrollsubstanz RN18 dargestellt. Die

Fluoreszenz von EYFP-A3G in den Zellen ist bei Vorhandensein von Dox ma-
ximal, da der Antagonist Vif nicht bzw. nur in geringem Umfang produziert
wird. In der Abbildung ist demnach das Verhaltnis der Fluoreszenz nach RN18-
Zugabe im Vergleich zur Positivkontrolle Dox angegeben. Je héher die RN18-
Konzentration, desto hoher die EYFP-A3G Konzentration und damit die Fluo-
reszenz. Die Substanz wurde bis zu einer Konzentration von 30 pM somit indi-
rekt auf ihre Wirkung hin getestet, den Abbau von A3G durch Vif zu verhin-
dern. Dabei zeigte sich noch kein Wirkplateau. 30 uM wurde von unserer AG
als hochste Konzentration festgelegt, eine Zelltoxizitat war in dieser Konzent-
ration nicht zu erwarten (Nathans et al. 2008). Der zugehdrige EC50-Wert wur-
de bei einer Konzentration von 11.4 uM errechnet.

RN18

EC50=11.4 gpM

1007

REI (%)

Konzentration (gM)

Abbildung 11: Titrationskurve der Kontrollsubstanz RN18.

Die einzelnen relativ gemessenen Fluoreszenzintensitats-(RFI)-Werte ergaben sich aus Messungen von neun
Titrationen, welche dann in Bezug zur Positivkontrolle Dox in % angegeben wurden. Es sind verschiedene
RN18-Konzentrationen (30 pM, 15 pM, 7.5 uM, 3.75 pM, 1.88 puM, 0.94 uM, und 0.47 uM) logarithmisch
gegen die RFI aufgetragen.

Es wurden insgesamt bei allen in dieser Arbeit aufgefuhrten Screeningdurchldufe und Tit-
rationen 130 Mittelwerte der Kontrollsubstanz RN18 bei einer Konzentration von 30 pM,
bestimmt im Screening aus jeweils drei Einzelmessungen, in der Titration aus jeweils
sechs Einzelmessungen, gewonnen. Dabei ergab sich eine relative Fluoreszenzintensitat
(im Bezug zu Dox) von 74.3 % * 8.9 %. Die Schwankung der RFI-Werte der RN18-

24



Ergebnisse

Messungen Uber den gesamten Experimentzeitraum von 130 Messungen entsprach 12 %
relative Standardabweichung (% RSD).

Ebenso wurde die Positivkontrolle Dox und die Negativkontrolle 0.5 % DMSO bei jeder
Titration und jedem Screening analysiert. In allen Testdurchldufen erzielte die Positivkon-
trolle Dox maximale Fluoreszenzwerte (auf 100 % festgelegt), die RFI der Negativkon-
trolle 0.5 % DMSO lag im Mittel bei 32.8 % + 5.7 % (% RSD=17.4).

3.2.2 RN18-Derivate

Insgesamt wurden 17 RN18-Derivate mittels der Zelllinie 293TVif Te-OMEYFP-ASG

getestet,
wovon elf Derivate aufgrund eines positiven Ergebnisses titriert wurden. Informationen zu

den Derivaten s. Kap 2.1.5.

RN18-Derivate der ersten Generation

Zuerst wurden Derivate der ersten Generation untersucht. In Abb. 12 a ist das Ergebnis des
Screeningdurchlaufes sowohl durch absolute FI-Werte als auch durch relative FI-Werte
(RFI in %: FI im Verhaltnis zur Positivkontrolle Dox) wiedergegeben. Bei allen nachfol-
genden Screenings sind nur noch die RFI-Werte angegeben. Nach dem Screening der sechs
Derivate (Konzentration: 30 pM) wurden vier Substanzen (FMO04, FMO05, FMO7 und
FMO08) durch Titration naher untersucht, da im Screening dhnliche Fluoreszenzwerte wie
bei RN18 gemessen wurden (s. Abb. 12 a). Die Titration der Substanz FMOQ7 ergab einen
EC50-Wert von 8.9 uM (im Vergleich: RN18 11.4 uM) (s. Abb. 12 d). Fur die Substanzen
FMO04, FMO05 und FMO08 wurde jeweils ein héherer EC50-Wert als fir RN18 berechnet (s.
Abb. 12 b, c und e).
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Abbildung 12: Screening (a) und Ermittlung des EC50-Wertes (b-e) von RN18-Derivaten der ersten
Generation.

a) Die RN18-Derivate (FMO03 bis FM08) wurden in einer Konzentration von 30 pM auf ihre Wirksamkeit
untersucht, A3G in den Zellen trotz Anwesenheit von Vif zu erhalten. Je wirksamer die Substanzen den
A3G-Abbau einschrankten, desto héher war die relative Fluoreszenzintensitat (RFI). Positivkontrolle: RN18
(bei der Dreifachbestimmung von RN18 lag die relative Standardabweichung (% RSD) bei 4.8). Negativkon-
trolle: 0.5 % DMSO (%RSD: 2.6). Positivkontrolle: 0.1 ng/ml Dox (% RSD: 1.3).

(b-e) Titrationen der Derivate FM04, FM05, FM07 und FMO08 (jeweils 18 Messwerte pro Konzentration, 7
Konzentrationen getestet). Zum Vergleich des Kurvenverlaufs und zur Einordnung der EC50-Werte ist die
Titrationskurve der Kontrollsubstanz RN18 (s. Abb. 11) heranzuziehen. Logarithmisch aufgetragen sind die
Konzentrationen der Derivate in UM gegen die RFI Werte (% in Bezug zur Positivkontrolle Dox). Der ge-
messene, absolute FI-Wert der Positivkontrolle Dox wurde als Maximalwert angesehen, auf 100 % festgelegt
(RFI) und mit den Fluoreszenzwerten der jeweiligen Derivate verrechnet, um etwaige Schwankungen, bei-
spielsweise der Zellzahl, auszugleichen. Extra aufgefiihrt ist der jeweilige EC50-Wert der vier Substanzen.

RN18-Derivate der zweiten Generation

Im Anschluss wurden Derivate der zweiten Generation untersucht (s. Abb. 13 a), vier Sub-
stanzen (FM34, FM36, FM37, FM47) wurden titriert (s. Abb. 13 b-e). Bei der Substanz
FM34 wurde schon bei einer Konzentration von 5.9 uM die halbmaximale Hemmung des
A3G-Abbaus indirekt ermittelt (s. Abb. 13 b), dieser EC50-Wert lag damit deutlich unter
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dem von RN18. Fur die Substanzen FM36 und FM37 wurde jeweils ein hoherer EC50-
Wert als fir RN18 errechnet, fir FM47 ein vergleichbarer Wert (s. Abb. 13 c-e).
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Abbildung 13: Screening (a) und Ermittlung des EC50-Wertes (b-e) von RN18-Derivaten der zweiten

Generation.
Siehe Legende zu Abbildung 12. a) % RSD: RN18 (13.5), 0.5 % DMSO (11.5), Dox (12.5).
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RN18-Derivate der dritten Generation

SchlieRlich wurden funf Derivate der dritten Generation untersucht (s. Abb. 14 a), wovon
drei Substanzen (FM84, FM85 und FM86) titriert wurden (s. Abb. 14 b-d). Die Titrationen
ergaben, dass alle Substanzen einen niedrigeren EC50-Wert als RN18 aufwiesen (s. Abb.
14 b-d). Fir die Substanz FM86 wurde dabei mit einem EC50-Wert von 4.5 pM das beste
Ergebnis ermittelt (s. Abb. 14 d).
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Abbildung 14: Screening (a) und Ermittlung des EC50-Wertes (b-d) von RN18-Derivaten der dritten
Generation.
Siehe Legende zu Abbildung 12. a) % RSD: RN18 (2.7), 0.5 % DMSO (6.4), Dox (4.6).

3.2.3 CBA77a und Derivate
Die Substanzen CBA35, CBA77a, CBA28, MHR11 und TS200 wurden im Anschluss an

das vorausgegangene Screening titriert (s. Abb. 15 a). Die Titrationen der Substanzen
CBA35, CBA28, MHR11 und TS200 lieRen dabei keine nennenswerte positive Wirkung

erkennen, sodass ein EC50-Wert dieser Substanzen nicht berechnet wurde (Titrationsgra-
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phiken dieser Substanzen s. Kap. 7.2). Die Substanz CBA77a zeigte im Gegensatz dazu
mit einem EC50-Wert von 5.2 uM eine deutlich positivere Wirkung beziiglich der Hem-
mung des A3G-Abbaus als RN18 (s. Abb. 15 b). Von dieser Substanz wurden Derivate ge-
testet, deren Ergebnisse im Anschluss aufgefuhrt sind. MH232B liel} unverbrauchtes
DMEM-Komplettmedium in den Vertiefungen zurlck, weshalb in diesem Fall wegen na-

heliegender Zelltoxizitat auf eine Titration der Substanz verzichtet wurde.
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Abbildung 15: Screening (a) und Ermittlung des EC50-Wertes (b) von CBA77a.
Siehe Legende zu Abbildung 12. a) % RSD: RN18 (20.1), 0.5 % DMSO (11.7), Dox (5.4). b) EC50-Wert
von CBAT77a, Mittelwert aus 5 Titrationen.

Bezlglich Informationen tiber CBA77a und dessen Derivate s. Kap. 2.1.6.
13 Derivate von CBA77a wurden in einem ersten Screeningdurchlauf getestet (s. Abb.

16a). EIf Derivate wurden im Anschluss titriert (s. Abb. 16 b-l), da fur sie nur geringfugig
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niedrigere RFI-Ergebnisse als fir RN18 nachgewiesen wurden und viele von ihnen eine
bessere Wirkung als ihre Ausgangssubstanz CBAT77a zeigten (s. Abb. 16 a). Mikrosko-
pisch war eine Auflockerung des Zellverbundes und makroskopisch ein geringer Ver-
brauch des DMEM-Komplettmediums zu erkennen, was beides auf eine Zelltoxizitat hin-
wies. Die Substanzen CBA 76a, CBA76b, CBA81, CBA82 und CBA86 wurden in einer
zweiten Titration noch bis zu einer Konzentration von 30 uM, die Titrationen der tbrigen
Substanzen wurden fortan aus Grinden der Zelltoxizitét bis zu einer Konzentration von 15
UM getestet. Die Substanz CBA77a wurde fortan bei Titrationen der CBA77a-Derivate als
Positivkontrolle titriert, um die Ergebnisse der Derivate besser einordnen zu kénnen (ana-
log zur Kontrollsubstanz RN18 bei Titrationen der RN18-Derivate und der (brigen Test-
substanzen; Titrationskurve von CBA77a s. Abb. 15 b). Fir die Substanzen CBA76b (3.8
uM), CBA8O (3.1 uM), CBA82 (2.8 uM) und CBA86 (4.4 uM) wurde jeweils ein niedri-
gerer EC50-Wert als fur CBA77a ermittelt (s. Abb. 16 c, f, h und k). Das bedeutete, dass
fur sie ein positiverer Effekt im Hinblick auf die Aufrechterhaltung von A3G als fur
CBAT77a ermittelt wurde. Der EC50-Wert der Substanzen CBA76a (5.1 uM), CBA78 (4.8
uM), CBA81 (5.9), CBA84 (5.5) und CBA85 (5.9) waren mit dem EC50-Wert von
CBAT7a vergleichbar (s. Abb. 16 b, e, g, i und j). Die Substanzen CBA77b (8), und
CBA&87 (7.5) wiesen jeweils einen hoheren EC50-Wert als CBA77a auf (s. Abb. 16 d und
). Fur alle CBA77a-Derivate wurde ein niedrigerer EC50-Wert als flir RN18 berechnet.
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Abbildung 16: Screening (a) und Ermittlung des EC50-Wertes (b-1) von CBA77a-Derivaten.

Siehe Legende zu Abbildung 12. a) % RSD: RN18 (3.2), 0.5 % DMSO (0.9), Dox (1.8). Abweichende
Messwerte: In den Abbildungen b-I) wurden die Substanzen CBA76a (je 18 Messungen bis auf 0.23 pM: 12
Messungen), CBA76b, CBA81, CBA82 und CBA86 (je 18 Messungen bis auf 0.23 uM: 6 Messungen und
0.46 pM: 12 Messungen); CBA77b, CBA78, CBA80, CBA84, CBAS85 und CBAS87 (je 18 Messungen bis auf

0.46 uM und 0.23 pM: je 12 Messungen) titriert.
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3.2.4 Weitere Testsubstanzen
In diesem Kapitel sind weitere Testsubstanzen aufgefiihrt. Die Screeningdurchlaufe und
Titrationen wurden dabei in die verschiedenen AG unterteilt, die die jeweiligen Substanzen

zur Verfiigung gestellt haben. Bezuglich Informationen der Substanzen s. Kap. 2.1.6.

AG Prof. Bringmann und Prof. Holzgrabe

Fur die Substanzen Dincophyllin A, Habro, MK03 und SBD52 wurden im Screening mit-
unter sehr hohe RFI-Werte erreicht (s. Abb. 17 a). Dincophyllin A und Habro wiesen da-
bei die hochsten RFI-Werte auf. In den Vertiefungen, in denen diese beiden Substanzen
zugesetzt waren, blieb jedoch bei einer Konzentration von 30 UM unverbrauchtes Ndhrme-
dium zurlck, was auf eine hohe Zelltoxizitat hindeutete. Die Substanzen wurden dennoch
titriert, um eine eventuelle positive Wirkung bei niedrigen, noch nicht zelltoxischen Kon-
zentrationen, zu untersuchen. Es zeigte sich, dass fir Dincophyllin A bei allen Konzentra-
tionen eine hohe RFI gemessen wurde (s. Abb. 17 b), aber auch in allen Vertiefungen un-
verbrauchtes DMEM-Komplettmedium als Zeichen der Zelltoxizitat vorzufinden war (Da-
ten nicht gezeigt). Folglich wurde die Substanz nicht weiter getestet, da von einem falsch
positiven Ergebnis ausgegangen werden musste. Habro hingegen liel bei niedrigen Kon-
zentrationen keinen Hinweis mehr auf Zelltoxizitat erkennen (Daten nicht gezeigt), hatte
jedoch auch nur noch eine sehr schwache positive Wirkung auf die Aufrechterhaltung der
antiviralen Wirkung von A3G (s. Abb. 17 c). Weitere Titrationssubstanzen wurden grof3-
zugig ausgewahlt, um keine Substanz zu lbersehen, die schon bei niedrigen Konzentratio-
nen eine positive Wirkung zeigt. Fir SBD52, MK03, SBD88 und DG172 wurden hohe
EC50-Werte berechnet. Fir die Substanzen CA194 und CA262 zeigte sich bei allen Kon-
zentrationen kein maligeblicher Effekt, weshalb auch kein EC50-Wert angegeben wurde (s.
Kap. 7.2). Fir JS91 konnte ein EC50-Wert von 13.2 uM errechnet werden (s. Abb. 17 d),
die Testsubstanz EHW216 lag mit einem EC50-Wert von 12.1 uM im Bereich von RN18
(s. Abb. 17 e). Derivate dieser Substanz erbrachten im Screening keine Verbesserung in
der Wirkung, sondern tendentiell eher schlechtere Ergebnisse (s. Kap. 7.1: EHW227,
EHW141, EHW257, EHW104, EHW254, EHW65 und EHW412). DFE liel} unverbrauch-
tes DMEM-Komplettmedium und nur wenige Zellen in den Vertiefungen zuriick, weshalb
aus nahe liegender, starker Zelltoxizitéat in diesem Fall auf eine Titration verzichtet wurde.
Madgliche alternative Titrationskandidaten wéren CJ157, DUO3 und DC-EtpH gewesen.
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Abbildung 17: Screening (a) und Ermittlung des EC50-Wertes (b-e) von Dincophyllin A, Habro, JS91

und EHW?216.

Siehe Legende zu Abbildung 12. a) % RSD: RN18 (4.9), 0.5 % DMSO (10.5), Dox (3). b-c) Dincophyllin A
und Habro je einmal titriert, es erfolgte keine vergleichende Titration von RN18. d) JS91 je 18 Messungen

bis auf 0.46 uM: 6 Messungen).
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AG Prof. Chibale

Die Substanzen GEM046, GEM050, GEM052 und GEMO058 wurden titriert (s. Abb. 18 b-
e), nachdem &hnliche RFI-Ergebnisse wie flir RN18 im Screening ermittelt wurden (s.
Abb. 18 a). Bei GEM052 und GEMO058 war der EC50-Wert niedriger als bei der Kontroll-
substanz RN18 (4.3 uM bzw. 6.2 uM, s. Abb. 18 d und e), wobei die Substanz GEM052
schon bei einer Konzentration von 7.5 puM deutliche zelltoxische Effekte ausloste (s. Kap.
3.3). Fur die Substanzen GEM046 und GEMO050 wurde ein héherer EC50-Wert als fir
RN18 berechnet, sie hatten somit eine geringere Wirkung auf die Aufrechterhaltung von

A3G als die Kontrollsubstanz (s. Abb. 18 b und c).
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d) GEMO052 e) GEMO058
S g 60
E 40- E 404
20+ 204
0 T T T T T T J 0 T T T T T T 1
0.25 0.5 1 2 4 8 16 32 0.25 0.5 1 2 4 8 16 32
Konzentration (uM) Konzentration (uM)

Abbildung 18: Screening (a) und Ermittlung des EC50-Wertes (b-e) von Substanzen aus der AG Prof.

Chibale.
Siehe Legende zu Abbildung 12. a) % RSD: RN18 (5.2), 0.5 % DMSO (8.4), Dox (1.2). b-c) GEMO046 und
GEMO50 je einmal titriert, es erfolgte keine vergleichende Titration von RN18.

AG Prof. Chibale und Prof. Schirmeister

Wegen ihres guten Screening-Ergebnisses (s. Abb. 19 a) wurden die Testsubstanzen
CS128, MS104, GEM038, GEM040 und GEMO041 in Titrationen naher untersucht (s. Abb.
19 b-f). Fur die Substanz CS128 wurde im Screening sogar ein héherer RFI-Wert als flr
die Positivkontrolle Dox gemessen. Die anschliefenden Titrationen ergaben, dass fir
CS128 mit einem EC50-Wert von 10.6 uM eine vergleichbare Wirksamkeit wie fur die
Kontrollsubstanz RN18 ermittelt wurde (s. Abb. 19 b). Aufgrund der positiven Wirkung
von CS128 wurden drei Derivate im Anschluss in einem Screening untersucht. Kein Deri-
vat wies eine vergleichbare Wirkung wie CS128 auf, sodass hier auf Titrationen verzichtet
wurde (s. Kap 7.1: CS131, CS136, CS138). Ebenso wurde fir die Substanzen MS104,
GEMO038, GEM040 und GEMO041 jeweils ein mit der Kontrollsubstanz RN18 vergleichba-
rer EC50-Wert berechnet (s. Abb. 19 c-f). Die Substanzen GEMO044 und GEMO045 lieRRen
nur wenige Zellen in den Vertiefungen der Kulturplatte zuriick, weshalb wegen nahelie-

gender, starker Zelltoxizitat auf Titrationen verzichtet wurde.
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f) GEMO041
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Abbildung 19: Screening (a) und Ermittlung des EC50-Wertes (b-f) von CS128, MS104, GEMO038,
GEMO040 und GEMO041.

Siehe Legende zu Abbildung 12. a) % RSD: RN18 (4.8), 0.5 % DMSO (6.6), Dox (4.1). ¢ und f) MS104
zweimal, GEMO041 einmal titriert. Abweichende Messwerte: Substanzen GEM038 und GEMO040 (je 18 Mes-
sungen bis auf Konzentration 0.46 uM: 12 Messungen).

Die titrierten Substanzen stellen lediglich eine Auswahl dar. Fiir mehrere Substanzen wur-
den im Screening gering schwéchere Ergebnisse als fiir die Kontrollsubstanz RN18 ermit-
telt, von denen jedoch nicht alle titriert werden konnten. Auch gab es Substanzen mit sehr
guten Ergebnissen (MH232B, DFE, GEMO044, GEM045; s. Abb. 15a, 17a und 19a), bei
denen jedoch eine starke Zelltoxizitat offensichtlich war. Es konnte nicht immer tberprift
werden, welche Wirkung derartige Substanzen bei niedrigeren Konzentrationen aufwiesen
bzw. wie es sich bei niedrigeren Konzentrationen mit der Zelltoxizitéat verhielt. Aulerdem
hatten mancherorts auch andere, in ihrer Wirkung ahnliche Substanzen fiir die Titrationen
ausgewahlt werden kdnnen (s. Abb. 17a: CJ157, DUO3, DC-EtpH).

3.2.5 Uberblick der EC50-Werte der Testsubstanzen

In diesem Kapitel werden noch einmal die EC50-Werte aller Testsubstanzen zusammenge-

fasst, um die Ergebnisse besser vergleichen zu kdnnen.

RN18 und Derivate

Das RN18-Derivat mit dem niedrigsten EC50-Wert war FM86 (EC50: 4.5 pM). Im Ver-
gleich zur Ausgangssubstanz RN18 hatten FMO07, FM34, FM84, FM85 und FM86 einen
niedrigeren, die Substanz FM47 einen vergleichbaren, und die Substanzen FM04, FMO05,
FMO08, FM36 und FM37 einen hoheren EC50-Wert (s. Abb. 20).
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Abbildung 20: EC50-Wert der RN18-Derivate.

CBA77a und Derivate

Die Substanz mit dem niedrigsten EC50-Wert und damit der besten Wirkung, A3G trotz
Anwesenheit von Vif in den Zellen zu erhalten, war CBA82 (EC50: 2.8 uM). Im Vergleich
zur Ausgangssubstanz CBA77a wurde fir CBA76b, CBA80, CBA82 und CBAS86 ein nied-
rigerer, fur die Substanzen CBA76a, CBA78, CBA81, CBA84 und CBASS ein vergleich-
barer, und fiir die Substanzen CBA77b und CBA87 ein hoherer EC50-Wert ermittelt (s.
Abb. 21).
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Abbildung 21: EC50-Wert der CBA77a-Derivate.
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Zusammenfassung weiterer Testsubstanzen

In Abb. 22 ist der EC-50 Wert weiterer Testsubstanzen dargestelit.
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Abbildung 22: EC50-Wert weiterer Testsubstanzen.

3.2.6 Vergleich einzelner Testsubstanzen bei 30 uM

Einzelne Testsubstanzen wurden zuféllig ausgewéhlt und nochmals in einem
Screeningdurchlauf bei einer Konzentration von 30 uM untersucht. In diesem Zusammen-
hang war vor allem die reproduzierbare Messung der Testsubstanzen im Vergleich zu den
Kontrollsubstanzen wichtig, da dies ein Richtwert fiir die Auswahl der Titrationssubstan-

zen war. Die Ergebnisse sind in Abb. 23 zu sehen.
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Abbildung 23: Wiederholung der Messung bei einer Konzentration von 30 pM.
a) Substanzen aus den AG Prof. Chibale, Prof. Holzgrabe und Prof. Schirmeister. b) CBA77a-Derivate.
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Zu Abbildung 23 a: Fir die Substanz CS128 wurde wie im ersten Screening (s. Abb. 19a)
ein hoherer RFI-Wert als fir die Positivkontrolle Dox gemessen. Die Substanz EHW?216
lag im Bereich der Kontrollsubstanz RN18, was vergleichbar mit dem ersten Screening
war (s. Abb. 17 a). Fir die Substanz GEMO058 wurde wie im ersten Screening ein der
Kontrollsubstanz RN18 &hnlicher RFI-Wert gemessen. Die Substanz GEMO038 war etwas
stérker, die Substanzen GEMO040 und GEMO052 etwas schwécher wirksam, verglichen mit

den Ergebnissen aus dem ersten Screening (vgl. dazu Abb. 18 a und 19 a).

Zu Abbildung 23 b: Fir die CBA77a-Derivate wurden im Vergleich zur Ausgangssub-
stanz CBA77a und auch im Vergleich zu RN18 sehr ahnliche RFI-Werte wie im ersten

Screening gemessen (vgl. dazu Abb. 16 a).

3.3 MTT-Test

In Tab. 8 sind die MTT-Ergebnisse der Testsubstanzen aufgefuhrt (in Konzentrationen von
30 UM, 15 uM und 7.5 uM). Die Mittelwerte wurden aus je 3 Einzelwerten berechnet und
stellen Prozentangaben dar, im Verhaltnis zur Negativkontrolle 0.5 % DMSO. In Klam-
mern sind die Standardabweichungen angegeben. Die RN18-Derivate der ersten Generati-
on (FM04-FMO08) und die Substanzen CS128 und EHW216 zeigten bei Konzentrationen
von 15 wund 7.5 pM keinen nennenswerten Einfluss auf die relative
Dehydrogenaseaktivitat, bezogen auf die Negativkontrolle. Fiir Derivate der zweiten und
dritten Generation wurde bereits bei einer Konzentration von 7.5 uM eine maRige Zelltoxi-
zitat gemessen (FM34-FM86).

Bereits wéhrend der Tests ergaben sich Hinweise, dass Substanzen aus der AG Prof.
Chibale zelltoxisch wirkten. Im MTT-Test wurde flr alle Substanzen bei allen Konzentra-
tionen eine erhohte Zelltoxizitat ermittelt (GEM-Substanzen). Dabei fiel auf, dass die To-
xizitat hier weniger von der jeweiligen Konzentration der Substanzen abh&ngig war, als
dies bei CBA77a und dessen Derivaten (CBA77a-CBA87) der Fall war, da diese bei hohe-
ren Konzentrationen insgesamt betrachtet deutlich zelltoxischer wirkten. Fir die Substan-
zen CBA76a, CBA78 und CBAS85 wurde bei einer Konzentration von 7.5 uM keine Toxi-
zitat ermittelt (Vitalitatswerte ab 90 %). Die Substanzen JS91 und MS104 wirkten bei 30
UM gering zelltoxisch, wie die Kontrollsubstanz RN18. Zwischen DMEM-
Komplettmedium (versetzt mit 0.5 % DMSO, Negativkontrolle) und DMEM-
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Komplettmedium ohne Zusatz kam es zu keinem signifikanten Unterschied (Daten nicht

gezeigt).

Testsubstanz 30 uM 15 uM 7.5 uM
FMO04 105 (6) 101 (6) 112 (10)
FMO05 84 (11) 102 (5) 102 (12)
FMO07 93 (8) 112 (8) 108 (8)
FMO08 91 (10) 90 (5) 98 (6)
FM34 89 (1) 82 (2) 82 (6)
FM47 73 (6) 82 (1) 88 (6)
FM84 73 (5) 84 (3) 86 (2)
FM85 77 (2) 86 (0) 87 (0)
FM86 70 (2) 76 (1) 83 (4)

CBAT77a 45 (3) 68 (1) 88 (4)
CBAT76a 43 (3) 57 (7) 90 (5)
CBAT76b 52 (6) 78 (12) 87 (10)
CBAT77b 49 (1) 71 (5) 83 (4)
CBAT78 60 (5) 73 (2) 99 (4)
CBA80 49 (5) 72 (6) 86 (1)
CBAS81 52 (5) 74 (5) 88 (9)
CBA82 51 (4) 66 (9) 82 (6)
CBA84 43 (1) 52 (1) 75 (4)
CBA85 42 (7) 72 (1) 95 (5)
CBA86 53 (3) 70 (2) 86 (3)
CBA87 54 (1) 87 (2) 89 (4)
EHW216 92 (6) 93 (6) 101 (5)
JS91 86 (7) 90 (1) 94 (6)
GEMO038 64 (2) 69 (4) 79 (3)
GEMO040 73 (4) 76 (5) 86 (2)
GEMO046 83 (1) 84 (5) 88 (2)
GEMO052 77 (3) 73 (4) 74 (2)
GEMO058 75 (6) 83 (9) 88 (10)
CS128 93 (11) 98 (5) 108 (10)
MS104 81 (3) 96 (3) 95 (4)
Kontrollen
RN18 30 uM: 82 (8) 15 uM: 91 (8) 7.5 uM: 96 (6)
15 % DMSO 16 (6)
0.5 % DMSO 100

Tabelle 8: MTT-Ergebnisse der Testsubstanzen.

Es wurden drei verschiedene Konzentrationen der Testsubstanzen untersucht: 30 uM, 15 pM und 7.5 pM. Je
zelltoxischer die Substanzen waren, desto niedriger fiel ihre relative Dehydrogenaseaktivitat in % bezogen
auf die Negativkontrolllésung (DMEM-Komplettmedium, versetzt mit 0.5% DMSO) aus. Positivkontrolle
war DMEM-Komplettmedium, versetzt mit 15 % DMSO. Als Vergleichssubstanz wurde RN18 mitgetestet.
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4. Diskussion

4.1 Potentielle Vif-Antagonisten

Seit der Entdeckung, dass Vif als Antagonist zu A3G wirkt, ist A3G eines der am meist un-
tersuchten zelluléren Proteine des Menschen (Goila-Gaur und Strebel 2008). Die Mdglich-
keit, durch Beeinflussung der Interaktion der Gegenspieler A3G und Vif ein neuartiges
Medikament zu entwickeln, wurde in der Literatur bereits vielfach beschrieben (Argyris
und Pomerantz 2004, Cullen 2006, Sheehy et al. 2003). Die Aufrechterhaltung der antivira-
len Aktivitat von A3G bietet einen viel versprechenden Ansatzpunkt, die Infektiositat von
HIV-1 einzuddmmen.

In unserer AG wurde eine Zelllinie entwickelt, in der Vif und A3G kostenglnstig (weniger
als 0.001 Eurocent pro Substanz und Screening) produziert werden konnen. Weitere Vor-
teile sind die einfache Anwendbarkeit, die vielfache Reproduzier- und gute Kontrollierbar-
keit des Testsystems (s. Kap. 2.1.3). Mit Hilfe dieser Zelllinie wurden verschiedene Sub-
stanzen getestet, inwieweit sie den Abbau von A3G durch Vif hemmen konnten. Dass die
Zelllinie als Screening-Plattform geeignet ist, wurde vorab dieser Tests anhand der Be-
rechnung des Z-Faktors gezeigt (Nowotny et al. 2010). Der Z-Faktor ist ein statistischer
Parameter, mit dem man die Qualitdt von Screening-Systemen einschatzen kann (Zhang et
al. 1999). Der Z-Faktor lag bei 0.67 (,,exzellent*) (Nowotny et al. 2010).

Unter anderem wurden Derivate des bekannten Vif-Antagonisten RN18 getestet. Anhand
der Wirkungsweise der verschiedenen RN18-Derivate wurden in der AG Prof.
Schirmeister Rickschlisse auf mdgliche, strukturell wichtige Komponenten gezogen
(Matz 2010). Somit wurde schrittweise die Wirkung der Derivate verbessert, was sich auch
an den EC50-Werten ablesen liel. Das beste Ergebnis wurde fir FM86 (Derivat aus der 3.
Generation) mit einem EC50-Wert von 4.5 uM ermittelt (s. Kap. 3.2.5). Einerseits kdnnte
durch Variation der Substituenten ein sterischer Vorteil bei der Orientierung des Antago-
nisten an das Targetprotein erreicht und so die Affinitat verbessert, andererseits konnte
auch durch Veranderung der Eigenschaften die Affinitat von Antagonist zu Protein erhoht
worden sein (Matz 2010).

Zusétzlich wurden niedermolekulare Substanzen, die aus verschiedenen Arbeitsgruppen
zur Verfuigung gestellt wurden, untersucht. Fir CBA77a wurde ein niedriger EC50-Wert
berechnet (5.4 uM). Aufgrund dieses positiven Ergebnisses wurden Derivate dieser Sub-
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stanz im Anschluss getestet. EIf Derivate wurden untersucht, bei vier Derivaten (CBA76b,
CBA80, CBA82 und CBAB86) wurde ein deutlich niedrigerer EC50-Wert als bei CBA77a
errechnet (s. Kap. 3.2.5).

Die Substanzen GEMO038, GEM040 und GEMO041 aus der AG Prof. Chibale, JS91 und
EHW216 aus der AG Prof. Holzrabe, und CS128 und MS104 aus der AG Prof.
Schirmeister lagen mit ihrem EC50-Wert im Bereich der Kontrollsubstanz RN18.
GEMO052 und GEMO058 (AG Prof. Chibale) wiesen jeweils einen niedrigeren EC50-Wert
als RN18 auf (s. Kap. 3.2.5).

Es stellte sich heraus, dass sich viele Substanzen bei einer Testsubstanzkonzentration von
30 uM in keiner Plateauphase ihrer Wirkung befanden. Jedoch war es im Rahmen dieser
Arbeit nicht moglich, fur jede Testsubstanz ihr maximales Wirkplateau zu ermitteln. Somit
kann der EC50-Wert nur bedingt als Charakteristikum einer Testsubstanz herangezogen
werden. Im Besonderen nicht flir Testsubstanzen, die bei 30 UM noch nicht ihre maximale
Wirkung erreicht haben. Es ist vielmehr ein Orientierungswert, der einen guten Vergleich
zwischen den Substanzen untereinander und auch mit den Kontrollen ermdglicht. Bei ein-
zelnen, zuféllig dafir ausgewahlten Testsubstanzen, wurde mit 60 puM eine hohere Kon-
zentration untersucht, um weitere Daten bezuglich einer maximal mdglichen Hem-
mung/Wirkung zu bekommen. Wegen einer gemessenen Zelltoxizitat zahlreicher Testsub-
stanzen, die bereits bei einer Konzentration von 30 uM auftrat, wurde dieses VVorhaben als
wenig erfolgsversprechend verworfen. Beispielsweise wurde CBA77a und dessen Derivate
aus Griinden der Zelltoxizitat im Verlauf nur noch bis zu einer Konzentration von 15 pM
getestet (s. Kap. 3.2.3). SchlieRlich wurde auch eine Substanz gesucht, die bei einer még-

lichst niedrigen Konzentration eine ausreichende Wirkung zeigt.

Bisher sind nur wenige Studien bekannt, in denen eine Substanz die Interaktion von Vif
und A3G storen konnte. Einige AG untersuchten Proteine, die in der Lage waren, die
Oligomerisierung von Vif zu unterbinden und so die Replikation von HIV-1 zu verhindern
(Miller et al. 2007, Yang et al. 2003). Des weiteren publizierten Xiao et al (2007), dass der
Zink-Chelator TPEN die Interaktion von Vif und Cullin 5 st6ren konnte, wodurch der fir
den Abbau von A3G bendtigte Ubiquitin-Ligase-Komplex nicht zustande kommen konnte.

Es wurde allerdings gezeigt, dass Zink-Chelatoren in vitro eine Zellapoptose einleiten und
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somit zelluldre Funktionen negativ beeinflussen (Martin et al. 1991, Treves et al. 1994).
Auch wurde bereits mit verschiedenen Antikérpern versucht, eine Bindung von Vif an
A3G zu verhindern (Mehle et al. 2007). Im Hinblick auf eine Medikamentenentwicklung
weisen jedoch gerade Peptide erhebliche Nachteile auf, da sie nur bedingt Membranen pas-
sieren und allergische Reaktionen auslésen konnen (Adessi und Soto 2002).
Niedermolekulare Molekile hingegen besitzen beziglich der Erreichbarkeit von Target-
Proteinen und der Vermeidung von allergischen Reaktionen bessere Eigenschaften als Pep-
tide (Stopak et al. 2003).

Nathans et al. (2008) beschrieben RN18 als spezifischen Vif-Antagonisten, der seine Wir-
kung ausschliel}lich in Anwesenheit der beiden Aktionspartner Vif und A3G entfaltet. Bei
Untersuchungen unserer AG kam es jedoch zu Hinweisen, dass RN18 auch auf das Test-
system an sich Einfluss nimmt und nicht auszuschlieRen ist, dass es auch deshalb zu posi-

tiven Ergebnissen kam.

4.2 Zelltoxizitat (MTT-Test)

Die Zelltoxizitat der gemessenen Substanzen wurde mittels MTT-Test bestimmt. Es wur-
den drei Konzentrationen (30 uM, 15 uM und 7.5 pM) gemessen.

Fur RN18 wurde bei einer Konzentration von 30 uM mit 82% Vitalitat (im Vergleich zur
Negativkontrolle 0.5 % DMSO) eine geringe Zelltoxizitat nachgewiesen (s. Kap. 3.3). Bei
Konzentrationen von 15 und 7.5 pM war keine signifikante Zelltoxizitat mehr zu erkennen
(Vitalitatswerte: 91 % und 96 %). Die gemessene Zelltoxizitat bei 30 UM deckt sich jedoch
nicht mit den Ergebnissen von Nathans et al. (2008), wo fir RN18 auch bei Konzentratio-
nen von 50 uM und 100 puM mittels MTT-Test keine Zelltoxizitat nachgewiesen wurde.
Auch bei den Derivaten von RN18 kam es zu Zelltoxizitaten, was vermutlich auf die struk-
turelle Ahnlichkeit der Substanzen zuriickzufiihren ist. Lagen die MTT-Ergebnisse der De-
rivate aus der ersten Generation (Ausnahme: FMO05) bei einer Konzentration von 30 uM
noch bei tber 90 % Vitalitat, lag diese bei den Substanzen FM34 und FM47 (zweite Gene-
ration) schon bei einer Konzentration von 7.5 uM bei Werten zwischen 82 % und 88 %,
und bei Derivaten der dritten Generation bei Werten zwischen 83 % und 86 % (FM84-
FM86), was jeweils auf eine geringe Zelltoxizitat schlieRen liel.

Fur CBA77a wurde mit nur 45 % Vitalitat bei einer Konzentration von 30 UM eine deutli-
che Zelltoxizitat ermittelt, welche bei 15 uM mit 68 % und bei 7.5 uM mit 88 % sukzessi-
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ve abfiel. Bei dessen Derivaten kam es bei einer Konzentration von 30 uM zu Vitalitats-
werten von 42 % bis 60 %, bei einer Konzentration von 15 uM zu Werten von 52 % bis 78
%. Eine Ausnahme stellte die Substanz CBA87 dar, mit einer Vitalitdt von 87 % bei 15
UM, Fir die Substanzen CBA76a, CBA78 und CBA85 wurde bei 7.5 uM keine signifikan-
te Zelltoxizitat festgestellt (Vitalitatswerte ab 90 %). Die Substanz CBA84 hingegen war
bei dieser Konzentration (7.5 puM) mit 75 % deutlich zelltoxischer als alle Ubrigen
CBAT77a-Derivate (Vitalitatswerte zwischen 83 % und 89 %). Es war zu erkennen, dass die
Zelltoxizitat von CBA77a und dessen Derivate bei niedrigeren Konzentrationen deutlich
nachliel?. So ist davon auszugehen, dass bei noch geringeren Konzentrationen (im Bereich
des EC50-Wertes der meisten Substanzen, s. Kap. 3.2.3) keine nennenswerte Zelltoxizitat
vorlag.

Fir die Substanzen GEMO038, GEM040, GEM052 und GEMO058 wurde bei einer Konzent-
ration von 30 UM eine signifikante Zelltoxizitat gemessen, die jedoch nicht so deutlich im
Vergleich zu den CBA77a-Derivaten ausfiel (Vitalitatswerte: 64 % bis 77 %). Bei einer
Konzentration von 7.5 uM kam es bei GEM038, GEM040 und GEMO058 zu einer geringe-
ren Zelltoxizitét als bei einer Konzentration von 30 uM (79 % bis 88 %), was ebenso wie
bei den CBA77a-Derivaten darauf hindeutet, dass bei noch niedrigeren Konzentrationen
keine nennenswerte Zelltoxizitat zu erwarten ist. GEMO058 hingegen zeigte bei dieser Kon-
zentration mit 74 % immer noch eine ahnliche Zelltoxizitat wie bei einer Konzentration
von 30 uM.

Die Substanzen JS91 (86 %) und MS104 (81 %) zeigten bei 30 uM eine geringe Zelltoxizi-
tat, fur CS128 und EHW216 wurden bei keiner Testkonzentration signifikant zelltoxische
Eigenschaften nachgewiesen. Hier kam es sogar zu Vitalitdtswerten tber 100 %, was mit

abweichenden Zellzahlen in den jeweiligen Vertiefungen erklart werden konnte.

Es ist nicht abzuschatzen, inwieweit die zelltoxischen Eigenschaften der Substanzen zu den
RFI-Ergebnissen beigetragen, und damit auch die Berechnung des EC50-Wertes beein-
flusst haben. Fir genauere Aussagen bezuglich der Zelltoxizitdt im Bereich ihres EC50-
Wertes misste bei einzelnen Substanzen zusétzlich ein MTT-Test bei niedrigeren Sub-

stanzkonzentrationen durchgefihrt werden.
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4.3 Testsystem

4.3.1 Mogliche Fehlerquellen in Screening und Titration

Bei den Tests war es wichtig, systematische Fehler so gering wie méglich zu halten. Dies
wurde dadurch erreicht, dass die Zelllinie (iber die Zeit dhnlich vitale Zellen liefern konnte.
Mittels Trypanblaufarbung und Zellz&hlung vor dem ersten Inkubationsschritt lag der An-
teil der lebenden Zellen an der Gesamtzellzahl bei konstant tiber 90 % (Daten nicht ge-
zeigt), weshalb davon ausgegangen werden konnte, dass die Qualitat der Zelllinie Uber die
Zeit gleichméfig gut war.

AuBerdem wurden bei der Uberfiinrung der Testsubstanzen auf die schwarze 96-
Multiwellplatte (s. Kap. 2.2.2) die &uReren Vertiefungen lediglich mit DMEM-
Komplettmedium ohne Substanzen besetzt, da die Substanzen ansonsten aufgrund ihrer
Lage am Rand der Kulturplatte im Fluoreszenzreader Storfaktoren (Temperaturunterschie-
de, Verdunstung etc.) ausgesetzt sein konnten, die die Ergebnisse eventuell verfalscht hat-
ten.

Ein weiterer, wichtiger Aspekt bei den Tests war eine gleichbleibend stabile Positivkon-
trolle Dox. Da die Halbwertzeit von Dox relativ gering ausféllt (siehe Clontech Tet-On®
3G Inducible Expression Systems User Manual), war es wichtig, die Positivkontrolle Dox
stets neu anzusetzen. Ebenso wurde auch das DMEM-Komplettmedium jedes Mal neu an-
gesetzt, welches mit 10 ng/ml bzw. 0.1 ng/ml Dox versetzt war (s. Kap. 2.2.2). Zudem
wurden von einer hochkonzentrierten RN18-Lésung (19 M) RN18-Arbeitslosungen (6
mM) hergestellt, die dann jeweils eingefroren und fiir die Messungen verwendet wurden.

Anhand der absoluten Fluoreszenzwerte, sowohl der Dox- als auch der RN18- und 0.5 %
DMSO-Werte, war eine Schwankung erkennbar. Diese Schwankung kénnte aus quantitati-
ven sowie qualitativen Unterschieden der Zellen resultieren. Schon geringe Abweichungen
in der Ausgangszellzahl konnen im Verlauf einer Testwoche Einfluss auf das Wachstum
haben und somit auf die Endzellzahl, deren A3G-Expression am Ende der Versuchsreihe
gemessen wurde. Um diese Schwankung in den Zellzahlen auszugleichen, wurden die Flu-
oreszenzwerte der Testsubstanzen sowie der Kontrollen RN18 und 0.5 % DMSO immer in
Bezug zur Positivkontrolle Dox gesetzt. So wurde versucht, Gber diese Referenzsubstanz,

die eine maximale Fluoreszenz hervorrief, die Zellschwankungen zu minimieren.
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Ein Abweichen in den relativen Fluoreszenzintensitaten zwischen den Messreihen konnte
aufgrund von ungenauem Pipettieren, z.B. bei der Zellaussaat, zustande gekommen sein.
Deshalb wurde zur Minimierung des zufélligen Fehlers eine Dreifach- bzw.
Sachsfachbestimmung einer jeden Substanz durchgefihrt und daraus der Mittelwert ver-

wendet.

4.3.2 Prazision der Messmethode

Insgesamt wurden 130 Mittelwerte der RFI von RN18 bei einer Konzentration von 30 pM
und von 0.5 % DMSO berechnet. Von den 130 Mittelwerten stammten 14 Werte aus
Screeningdurchlaufen (bestimmt jeweils aus drei Einzelwerten) und 116 Werte aus Titra-
tionen (bestimmt jeweils aus sechs Einzelwerten). Die relative Standardabweichung Uber
die gesamte Experimentphase lag bei den RFI-Werten von RN18 bei 12 %. Die reprodu-
zierbaren RFI-Werte sprechen fir eine ausreichende Wiederholprazision der Laborarbeit
an den zeitlich voneinander getrennten Versuchstagen, was besonders bei der Kontrollsub-
stanz RN18 wichtig war. Denn die Testsubstanzen wurden letztlich an der Wirkung von
RN18 gemessen und anhand dieses Ergebnisses die Entscheidung getroffen, ob eine Titra-
tion durchgefihrt wurde. Wenn man die Screeningdurchldufe fir sich alleine betrachtet,
waren auch hier die relativen Standardabweichungen von RN18 gut miteinander zu ver-
gleichen, einzig das Screening in Kap. 3.2.3 wich mit einer RSD von 20.1 % deutlich von
den Werten aller anderen Screeningdurchldufen ab. Es kdnnte hier durch Fehler bei der
Zellaussaat in die drei Vertiefungen zu signifikanten Unterschieden der Zellzahlen und
somit der A3G-Konzentrationen gekommen sein.

Um sich ein Bild Gber die Qualitat aller einzelnen Messungen (Screening und Titrationen,
Test- und Kontrollsubstanzen) zu machen, wird auf Kap. 7.3 im Anhang verwiesen, in
dem Rohdaten zusammen mit mehreren statistischen Parametern aufgefthrt sind. Vor al-
lem der Wert der relativen Standardabweichung (entspricht: % CV) ist hier zur Beurteilung
heran zu ziehen. Zu hohe Werte kdnnten auch hier auf grof3e Unterschiede der Zellzahlen
in den drei bzw. sechs Vertiefungen, in die jeweils die Test- bzw. Kontrollsubstanzen ge-
geben wurden, zurtickzufiihren sein. Auffallig war, dass die meisten Substanzen, die au-
genscheinlich eine starke Zelltoxizitat aufwiesen, auch deutliche Standardabweichungen
hatten (MH232B, Dincophyllin A, Habro, DFE, GEMO045). Es kdnnte ein positiver Zu-

sammenhang zwischen hoher Zelltoxizitat und deutlich schwankenden RFI-Ergebnissen
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vorliegen, weil eine hohe Zelltoxizitat eine starke Schwankung in der Zellzahl und damit in

der Fluoreszenz hervorrufen konnte.

4.3.3 Optimierung der Kulturbedingungen

Aus den in Kap. 3.1 gewonnenen Daten geht hervor, dass die Aussaat von 15000 Zellen
pro Vertiefung (0.32 cm?) firr eine ausreichende PD und somit fiir geniigend Zellen in ei-
nem Screening-Zyklus sorgte. Eine Ausgangszellzahl von 20000 Zellen ergab nach der In-
kubation zum Teil &hnliche absolute Zellzahlen wie bei 15000 Zellen, wobei dies aber da-
rauf zuruckzufuhren sein kdnnte, dass es bei zu hohen Ausgangszellzahlen pro Vertiefung
einer Kulturplatte im Laufe der Inkubation zu einem Nahrstoffmangel und damit zu einer

Wachstumsverlangsamung kommt.

Zudem wurde untersucht, ob sich die Zellverdopplungsrate wahrend des Intervalls 48 h bis
72 h und damit das Zellwachstum durch Zugabe frischen Nahrmediums steigern liel3. Bei
5000, 10000 und 15000 Zellen kam es zu ahnlichen Werten der Zellverdopplungsrate, un-
abhangig davon, ob die Weiterkultivierung der Zellen mit oder ohne Austausch des Nahr-
mediums stattfand. Bei 20000 Zellen wurde jedoch nach Austausch des Nédhrmediums so-
gar ein niedrigerer Wert fur die PD gemessen (s. Kap. 3.1). Es konnte bei der Behandlung
durch Absaugen und Zugabe von frischem DMEM-Komplettmedium zu vermehrter Zell-

ablésung gekommen sein, was zu geringeren Zellzahlen geflihrt haben kénnte.

4.4 Resistenzentwicklung

Vif-Antagonisten kénnten vor allem in Kombination mit bekannten HIV-Medikamenten
eine Abnahme der Resistenzbildung bewirken (Harris und Liddament 2004). Sie kénnten
entweder die Interaktion von Vif mit A3G verhindern oder daflr sorgen, dass Vif nicht
mehr fahig ist, den fur den Proteasomenabbau bendtigten Ubiquitin-Ligase-Komplex zu
binden. Dabei muss man ausschlieRen, dass sich die Substanzen negativ auf die antivirale
Wirkung von A3G auswirken (Bransteitter et al. 2009).

Die Ausbildung von Resistenzen ist ein wichtiger Aspekt, wenn es darum geht, ein Medi-
kament zu entwickeln. Ob und in welchem Ausmal} neue Vif-Antagonisten Resistenzen
hervorrufen konnten, wird sehr kontrovers diskutiert. Wirde ein hochwirksamer Vif-

Antagonist eine geringe Resistenzbildung nach sich ziehen, hat ein nur teilweise wirksamer
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Antagonist wohl eine eher starke Tendenz, eine Medikamentenresistenz zu fordern (Pillai
et al. 2008). Dem steht gegenuber, dass HIV-1 mit nur teilweise aktivem Vif oder teilweise
inhibierter Vif/A3G Interaktion wohl auf lange Sicht nicht tberleben kann (Goila-Gaur
und Strebel 2008).

Ob nun eine Substanz besser Vif blockieren oder A3G stabilisieren sollte, ist eine weitere
interessante Frage. Ein Blockieren von Vif wirde die Voraussetzung schaffen, dass A3G
uneingeschrankt funktionieren kann. Ahnlich der konventionellen HIV-Therapie besteht
hier die Gefahr, dass sich virale Mutanten bilden, die gegen diese Blockade resistent wer-
den. Die hohe genetische Varianz durch circa drei Mutationen pro Virus wahrend eines
Replikationszyklus innerhalb einer retroviralen Population von durchschnittlich 1x10*° in-
fizierten Zellen pro Patient (Coffin 1995), wirde vermutlich zu Vif-Varianten fiihren, die
nicht langer durch die Antagonisten gebunden werden kénnen. In Kombination mit ande-
ren Medikamenten wére es wohl trotz allem eine gute Mdglichkeit, die Unzuganglichkeit
des Virus fir das Immunsystem abzuschwachen.

Substanzen hingegen, die A3G stabilisieren, haben ein zellulares Protein zum Ziel und
wirden einen weit geringeren Selektionsdruck auf Vif ausiiben. Es muss aber gleichzeitig
gewadbhrleistet sein, dass A3G trotz der Manipulation funktionsttichtig bleibt (Harris und
Liddament 2004).

4.5 Weiterfuhrende Tests

Das Testsystem wird durch unsere AG fiir zuklnftige Tests erweitert. Die Testsubstanzen
werden zusatzlich zu den Screeningdurchldufen und den Titrationen auch dahingehend
uberprift, ob sie den allgemeinen Abbau via Proteasom unbeeintréchtigt lassen, sich spezi-
fisch auf die Interaktion von Vif und A3G, von Vif-Vif oder auf die Bildung des Ubiquitin-
Ligase-Komplexes auswirken und keine allgemeinen Zellvorgénge oder das Tet-Off Sys-
tem der Zelllinie beeinflussen.

Testsubstanzen, fur die in den Screeningdurchldufen bzw. Titrationen eine positive Wir-
kung hinsichtlich der Hemmung der Vif/A3G-Interaktion ermittelt werden konnte, miissen
aullerdem anhand eines HIV-1 Replikations-Assays Uberprift werden (Cao et al. 2005), ob

sie auch in solch einem Versuchsansatz eine ausreichende Wirkung erzielen.
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Neben dem Substituenten-basierten Design (s. Herstellung RN18-Derivate, Kap. 2.1.5)
stellt das Struktur-basierte Design ein weiteres Vorgehen dar, einen potentiellen Vif-
Antagonisten zu finden. Hierbei spielen die Adaptermolekiile Elongin B/C eine zentrale
Rolle. Die Interaktion von Vif mit Elongin B/C ist essentiell fir das Rekrutieren von
Cullin5 und damit Grundvoraussetzung fur das Entstehen des zellularen Ubiquitin-Ligase-
Komplexes, der A3G fur den Proteasomenabbau markiert (s. Kap. 1.2). Ein Blockieren
dieser wichtigen Verbindung koénnte eine Mdglichkeit sein, den Abbau von A3G durch Vif
zu verhindern. Kurzlich wurde die mit Elongin B und C interagierende Struktur von Vif
zum einen und die Adaptermolekile Elongin B und C zum anderen hergestellt (Stanley et
al. 2008). Es sollen auf dieser Basis 3D-Modelle entworfen werden, die strukturell geeig-
net sind, diese Interaktion zu stéren. Die Modelle sollen mit Substanzen aus verschiedenen
Substanzbibliotheken verglichen und die Substanzen mit der gréBten strukturellen Ahn-
lichkeit in unserem Testsystem auf deren Wirkung getestet werden, den Abbau von A3G

durch Vif zu verhindern.
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5. Zusammenfassung

Die Maglichkeit, durch Beeinflussung der Interaktion der Gegenspieler A3G und Vif, ein
neuartiges Medikament gegen HIV zu entwickeln, ist in der Literatur bereits vielfach be-
schrieben (Argyris und Pomerantz 2004, Cullen 2006, Sheehy et al. 2003). Als Teil des
angeborenen Immunsystems bietet die Aufrechterhaltung der antiviralen Eigenschaften
von A3G einen viel versprechenden Ansatzpunkt, die Infektiositat des HI-Virus einzu-
dammen. RN18 ist als ein Vif-Antagonist in der Literatur beschrieben (Nathans et al.
2008).

Um Substanzen ausfindig zu machen, die den Abbau von A3G durch Vif verhindern kon-
nen, wurden in dieser Arbeit niedermolekulare Substanzen auf deren Tauglichkeit diesbe-
zuglich getestet. In einem ersten Schritt (Screening) wurde die Wirksamkeit der Testsub-
stanzen bei einer Konzentration von 30 uM ermittelt. Bei Substanzen, die eine &hnliche
Hemmung des Abbaus des Reporterproteins EYFP-A3G im Vergleich zu RN18 bewirkten,
wurde eine quantitative Analyse zur genaueren Bestimmung der halomaximalen Hemm-

konzentration durchgefihrt (Titration).

Einerseits wurden Derivate des bekannten Vif-Antagonisten RN18 getestet. Durch schritt-
weise Verbesserung der Wirksamkeit der RN18-Derivate durch die Arbeitsgruppe Prof.
Schirmeister gelang es schlieBlich Substanzen zu finden, fur die ein besserer Effekt als fur
RN18 ermittelt werden konnte, den Abbau von A3G durch Vif zu verhindern. Zur Beurtei-
lung der Ergebnisse wurde der EC50-Wert berechnet, um die Wirksamkeit der Substanzen
miteinander vergleichen zu kénnen. Es wurde nach Substanzen gesucht, die bei moglichst
geringen Konzentrationen wirken. Das RN18-Derivat mit dem besten Ergebnis war FM86
(EC50-Wert: 4.5 uM). Beinahe alle RN18-Derivate besallen hierbei geringe zelltoxische
Eigenschaften (s. MTT-Test, Kap. 3.3).

Andererseits wurden niedermolekulare Substanzen aus verschiedenen Arbeitsgruppen un-
tersucht, um weitere Substanzen zu finden, die ebenso wie RN18 in der Lage sind, die
Vif/A3G-Interaktion zu hemmen. Auch hier wurden mehrere Substanzen ermittelt, die eine
bessere Wirksamkeit als RN18 erkennen lieBen. Derivate der Substanz CBA77a konnten
am effektivsten den Abbau von A3G durch Vif verhindern. Das beste Ergebnis wurde fir
die Testsubstanz CBA82 ermittelt (EC50-Wert: 2.8 uM). Bei CBA77a und dessen Deriva-
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ten konnten zelltoxische Eigenschaften nachgewiesen werden, die zwar zu niedrigen Kon-
zentrationen hin schwécher wurden, aber dennoch eine endgultige Einordnung der Ergeb-
nisse erschwerten. Bessere Ergebnisse im Bezug auf RN18 wurden auch fir die Substan-
zen GEM052 (EC50-Wert: 4.3 uM) und GEMO058 (6.2 uM) ermittelt, wobei vor allem
GEMO052 auch noch bei einer Konzentration von 7.5 pM zelltoxischer wirkte als alle ande-
ren Testsubstanzen bei dieser Konzentration. Es ist nicht auszuschlieBen bzw. vielmehr
davon auszugehen, dass der positive Effekt der Substanz auf die zelltoxische Wirkung zu-
rickzufihren ist.

Die Testsubstanzen MS104, JS91, EHW216 und CS128 lagen hinsichtlich ihrer Wirkung
im Bereich von RN18, Derivate der letzten beiden Substanzen brachten keine Wirkbesse-

rungen.

Ob die Ergebnisse der Testsubstanzen ausschlieBlich auf die Hemmung der Vif/A3G Inter-
aktion zurtckzufiihren sind, kann letztendlich nicht abschlieend beurteilt werden. Eine
Erweiterung des Testsystems durch unsere Arbeitsgruppe sieht daher vor, die Testsubstan-
zen zusatzlich dahingehend zu Uberprifen, ob sie den allgemeinen Abbau via Proteasom
unbeeintrachtigt lassen, sich spezifisch auf die Interaktion von Vif und A3G, von Vif-Vif
oder auf die Bildung des Ubiquitin-Ligase-Komplexes auswirken und keine allgemeinen
Zellvorgange oder das Tet-Off System der Zelllinie beeinflussen.

So konnen bereits getestete Substanzen mit positiver Wirkung hinsichtlich der Hemmung
der Vif/A3G Interaktion auf ungewollte Eigenschaften (Proteasomeninhibitoren, Substan-
zen mit unspezifischen Eigenschaften) lberprift und gegebenenfalls von weiteren Unter-
suchungen ausgeschlossen werden. Ebenso kénnen ungewollte Eigenschaften von Sub-
stanzen, die zukinftig mittels Screening und Titration getestet werden, parallel durch das

erweiterte Testsystem friihzeitig entdeckt werden.
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7. Anhang

7.1 Substanzen mit geringer Wirkung im Screening

Es sind die Mittelwerte der RFI-Ergebnisse von Testsubstanzen abgebildet, deren RFI-Wert
geringer als 50% war (bezogen auf die Positivkontrolle Dox), Standardabweichungen in

Klammern.

Testsubstanz Mittelwert Testsubstanz Mittelwert | Testsubstanz Mittelwert
MHR14 48.9 (6) TS-23B 47.8 (1.7) JS154 40.3 (2.6)
MRO14 47.9 (5.4) CS117 49.6 (3.3) JK179 38.1(2.9)
MH256E 43 (7.6) CS132 46.5 (2.8) CT13 47.9 (14.4)
TS-205 45.7 (5.8) CS134 40.1 (2.6) CT18 42.3(1.9)
TS-201 47.6 (6.9) CS135 46.1 (4.6) cJs9 38.4 (1.5)
TS-202 47.3(6.7) CS136 37.9 (5) CJ100 37.4 (3)
Dinco. B 30.8 (1.1) CS138 42.4 (1) CJ103 41.4(2.1)
Droseron 33.1(2.3) CSs131 35.7 (0.4) cJiov 38 (2.3)

MKO02 32.1 (1) MS091 34.9 (0.4) CJ116 48.1 (7.6)
MY352 41.7 (0.5) MS095 31.1(2.9) MP138 19 (2.9)
MY367A 34.3(0.4) MS097 40.2 (1.1) EHW227 45.7 (2.1)
MY284A 36.7 (6.6) MS101 39.9 (1.4) EHW104 24.6 (1)
CA157.9 29.5(0.8) MS102 46.4 (1.8) EHW254 33.7(1.8)
md181 37.8(1.3) QD6-2 21.9 (1.2) EHW65 30 (0.3)

MKO01 51.1(1.8) QD5-1 15.5 (0.9) MT06 39.3 (1.3)
CA186.2 47 (0.8) Q9 40.7 (2.9) JK32 38.4(0.8)
BB60 31.2 (11.4) MMd1 38.9 (2) JK40 31.5(1.2)
TB105 41 (2.2) TGOL1 48.6 (3.4) JS03 33.5(2.3)
TB125 34.4 (2.4) TGOL3 35.3(0.5) EHW549 45.4 (0.8)
md142 39.7(0.7) JS08 31.1(0.4) EHW584 36.1(2.6)
md218 34.4(1.3) JS219 44.4 (2.6) UDT2 33.3(0.4)
QD5-4*2 47.3 (1.4) TGBHS 42.9 (1.3) UDT3 35.8 (0.5)
QD6-1*2 33.9(1.1) EHW141 49.2 (1) W-DUO3 33.1(0.3)
TS-204 44 (1.2) EHW229 34.1(0.3) TG47 33.1(0.8)
TS-192 46.2 (9.5) EHW412 41.1 (1.5) TS23A 40.7 (3.6)
TS-194 49.5(19.2) TG47V 40.3(0.8) Ethacrynséure 44.6 (4.1)
TS-189 46.4 (8.1) JSW49 40.9 (2) EHW257 21 (0.5)
TS-190 46.3 (6.2) Trans-Zimtsaure 37.2(3.4)
TS-48 37.6 (16.1) Zimtalkohol 38 (2.4)
TS-206 34.1(17.2) JK80-2 38 (2.9)

Tabelle 9: Substanzen mit geringer Wirkung im Screeningdurchlauf.
Hier sind diejenigen Substanzen aufgelistet, deren RFI-Mittelwert unter 50% im Vergleich zur Positivkontrolle
Dox lag. In Klammern ist die Standardabweichung angegeben.

7.2 Substanzen mit geringer Wirkung in der Titration
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Titrationen aller Testsubstanzen, fir die wegen fehlender Wirkung kein EC50-Wert ermittelt

wurde bzw. deren EC50-Wert groRer bzw. gleich 16 puM war.
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Abbildung 24: Substanzen mit geringer Wirkung in der Titration.

Hier sind die Titrationen derjenigen Substanzen dargestellt, fir die entweder wegen unterdurchschnittlicher Wir-
kung kein EC50-Wert berechnet wurde oder das Ergebnis des EC50-Wertes groRer/gleich 16 puM war. Die Sub-
stanzen wurden jeweils einmal titriert.

7.3 Rohdaten von Screening/Titration (statistische Parameter)

In diesem Kapitel sind die Rohdaten aller Screenings und Titrationen dargestellt, mit der An-
gabe von mehreren statistischen Parametern. Besonderes Augenmerk gilt dem CV% (rel. Va-
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riationskoeffizient), der gleichbedeutend mit der relativen Standardabweichung %RSD ist und

als wichtiger Indikator fir die Qualitat der Messungen galt.

1]Dincophyllin A 22269 29492 26959 3 29492 22269|  26240,0 3664,8 14,0 26959  13430653,0
2Dincochinon B 4853 4882 4562 3 4882 4562 4765,7 177,0 3,7 4853 31320,3
3]Droseron 4710 5317 5333 3 5333 4710 5120,0 355,2 6,9 5317 126139,0
4]Habro 23430 26252 26520 3 26520 23430  25400,7 17119 6,7 26252 2930601,3
5[MK 02 5130 4835 4943 3 5130 4835 4969,3 1493 3,0 4943 22276,3
6]MK 03 13069 11619 12085 3 13069 11619 12257,7 740,3 6,0 12085 547985,3
7MY 352 6539 6390 6427 3 6539 6390 6452,0 71,6 12 6427 6019,0
8IMY 367A 5360 5296 5252 3 5360 5252 5302,7 54,3 1,0 5296 2949,3
9IMY 284A 6558 4566 5886 3 6558 4566 5670,0 1013,4 17,9 5886 1027008,0
10fTs 206 4880 6540 5862 3 6540 4880 5760,7 834,6 14,5 5862 696601,3
RN18 13675 12440 12911 3 13675 12440 13008,7 623,3 4.8 12911 388460,3
DMSO 5757 5285 5287 3 5757 5285 5443,0 2719 5,0 5287 73948,0
Dox 14884 15835 15660 3 15835 14884 15459,7 506,2 3,3 15660 256200,3

6 17921,8 5089210,2)

#2 15| 14477 11619 10845 10873 10444 11169 6 14477 10444) 115712 1476,0 12,8 11021| 2178630,9)
43 7,5 12079 8212 8750 9013 9015 9267 6 12079 8212 9389,3 1365,7 14.5] 9014 1865177,1
#4 3,75 15180 8523 8053 8120 8222 8018| 6| 15180 8018 9352,7 2860,6 30,6 8171| 8182900,7]
45 1,875 11313 8321 8089 7800 8066 8451 6 11313 7800 8673,3 1312,6 15,1 8205| 1722884,3
46 0,9375 11329 9856 8035 7455 7626 7683 6 11329 7455 8664,0 1576,1 18,2 7859| 2484043,2)
47 0,46875] 9318 6796 6948 6634 7183 7545 6 9318 6634 7404,0 990,2 134 7066 9805236
RN18 16885 15220 16289 15767 16075 14857 6 16885 14857| 158488 7354 4.6) 15921 540880,2]

DMSO 8103 6259 6677 6327 6733 6447 6 8103 6259 6757,7 685,2 10,1 6562 469538,7]

Dox 21748 18487 19759 18415 19090 17986 6 21748 17986 192475 1371,3] 7,1 18789) 18803475

1493248,0|
420669,4]
507965,9)
552329,5]
1942155,5)

512868,6]

9618078
4190982 4
26635458
3665509,8
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1JCA 157-9 4707 4683 4908 3 4908 4683 4766,0| 123,6 2,6 4707 15267,0
2]sBD-52 12269 13910 14502 3 14502 12269 13560,3 1156,8 85 139101 13382723
3jmd181 6359 5994 5970 3 6359 5970 6107,7 218,0 3,6 5994 47520,3]
4IMKO01 8586 8046 8147 3 8586 8046 8259,7 287,1 35 8147 82420,3}
5JCA 186-2 7489 7574 7729 3 7729 7489 7597,3 1217 16 7574 14808,3
6JCA 194 10277 10709 10718 3 10718 10277 10568,0| 252,1 2,4 10709 63531,0f
7|CA 262 8834 8498 9786 3| 9786 8498 9039,3 668,1 7.4 8834 446357,3
8JMS 102 7446 6961 7499 3| 7499 6961 7302,0 296,5 4,1 7446 87913,0f
9|SBD-88 9059 8659 9266 3| 9266 8659 8994,7 308,6 34 9059 95216,3}
10]BB60 7138 3739 4235 3| 7138 3739 5037,3 1836,1 36,4 4235  3371104,3
114TB 105 6789 6204 6851 3 6851 6204 6614,7 357,0 54 6789 127446,3]
12]TB 125 5192 5514 5967 3 5967 5192 5557,7 389,3 7,0 5514 151586,3]
13IMS 104 10463 9740 9976 3 10463 9740 10059,7 368,7 37 9976 135932,3]
14Jmd 142 6451 6289 6488 3 6488 6289 6409,3 105,8 17 6451 11202,3
15jmd 218 5365 5517 5792 3 5792 5365 5558,0 216,4 39 5517 46843,0)
16]DG 160 7964 10731 7260 3 10731 7260 8651,7 1834,8 212 7964  3366624,3
17]0G 172 10055 13329 10336 3 13329 10055 11240,0] 18146 16,1 10336  3292681,0)
RN18 13603 13628 13631 3 13631 13603 13620,7 15,4 0,1 13628 236,3
DMSO 4891 5239 5065 3| 5239 4891 5065,0 174,0 34 5065 30276,0f
Dox 15857 16680 15910 3 16680 15857 16149,0] 460,6 2,9 15910 212173,0)

[#1 30( 16805 15209 14089 14933 15236 14615 6 16805 14089] 151478 917,5 6,1 15071 841781,8)
#2 15 12832 11268 10953 11511 11360 11607 6 12832 10953| 11588,5 649,8 5,6) 11436 422286,7]
43 75| 9255 9609 9280 8832 9178 9715 6 9715 8832 9311,5 3173 3.4 9268 100649, 14
#4 3,75 10373 8517 9705 9346 10647 9739 6 10647 8517 9721,2 758,1 7.8 9722 574680,2]
|45 1,875] 8050 8899 8385 9097 10270 9642 6 10270 8050 9057,2 8131 9,0 8998 661158,2]
46 0,9375( 8201 8959 10139 9649 11010 11049 6 11049 8201 9834,5 1133,0 11,5 9894 1283752,7]
47 0,46875| 16159 9421 11664 11678 12167 12475 6 16159 9421  12260,7| 21914 17,9] 11923 4802186,7)
RN18 20128 17224 16604 18473 19041 18944 6 20128 16604) 184023 1288,9 7,0 18709 1661337,9)

DMSO 9351 7888 6610 7471 8000 8057 6 9351 6610 7896,2 893,1 11,3] 7944 7976494

Dox 23125 21695 21409 21572 21799 21139 6 23125 21139] 21789,8 693,9 3.2] 21634 481563 4]
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#1 30 16016 17621 17454 18135 17627 19778 6 19778 16016| 177718 12153 6,8 17624 1476858,2]
#2 15 9624 13126 11539 11257 11037 11526 6 13126 9624 113515 11231 9,9 11392 1261310,7|
#3 75 9088 9512 9501 9647 9002 10543 6 10543 9002 9548,8 550,1 58 9507 302608, 6|
#4 3,75 9430 8822 8228 8287 8413 10811 6 10811 8228 8998,5 994,5 11 8618 989042,7|
[#5 1,875 8689 8582 8356 7714 11743 12243 6 12243 7714 9554,5| 19254 20,2 8636 3707250,7|
#6 0,9375 8387 7939 8398 7359 7622 9274 6 9274 7359 8163,2| 682,5 8,4 8163 465799,0]
#7 0,46875 9080 7652 8848 7420 7405 8725 6 9080 7405 8188,3 7759 9,5 8189 601968,3|
RN18 17765 18681 18254 16996 17825 16777 6 18681 16777| 17716,3] 726,0 41 17795 527014,3]

DMSO 7169 7164 7367 6794 6991 7158 6 7367 6794 7107,2 194,3 2,7 7161 377438

Dox 20465 19425 20667 19813 20374 20315 6 20667 19425|  20176,5] 464,5 2,3 20345 21577914

#1 GEMO046 19414 25939 22994 3 25939 19414 227823 3267,6 143 22994| 10677508,3
#2 GEMO047 17547 19957 16647 3 19957 16647 18050,3 17114 9,5 17547  2929033,3
#3 GEM048 11177 13254 11567 3 13254 11177 11999,3 1103,9 9,2 11567 1218666,3
#4 GEMO049 12184 13774 14227 3 14227 12184 13395,0 1072,9 8,0 13774 1151193,0
#5 GEMO050 18886 20378 19550 3 20378 18886 19604,7 747,5 3,8 19550 558757,3
#6 GEMO051 12619 13552 11696 3 13552 11696 12622,3 928,0 74 12619 861192,3
#7 GEMO052 20923 22965 22944 3 22965 20923 222773 1172,9 53 22944| 1375774,3
#8 GEMO053 12354 13698 13453 3 13698 12354 13168,3 7158 54 13453 512360,3
#9 GEMO054 10760 11239 17035 3 17035 10760 13011,3 3492,8 26,8 11239 12199780,3
#10 GEMO056 14082 16384 20114 3 20114 14082 16860,0 3044,0 18,1 16384 9266188,0
#11 GEMO057 19034 15290 18324 3 19034 15290 17549,3 1988,6 113 18324 3954465,3
#12 GEMO058 17932 20029 21511 3 21511 17932 19824,0 1798,3 91 20029| 3233829,0
#13 GEMO059 18744 15099 13600 3 18744 13600 15814,3 2645,6 16,7 15099( 6998960,3
#14 GEMO060 18324 15700 16579 3 18324 15700 16867,7 1335,6 7.9 16579 1783840,3
#15 GEMO061 22201 16160 15113 3 22201 15113 17824,7 3826,0 215 16160( 14638272,3
RN18 24544 21419 19993 3 24544 19993 r 20706,0 r 1008,3 4,9 r 20706 5418450,3

DMSO 10686 10795 9433 3 10795 9433 10304,7 756,9 73 10686 572822,3

Dox 21761 21267 21557 3 21761 21267 21528,3 248,2 12 21557 61625,3
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4593,2
9964,8
4268,8
133173

8739
867,6
890,6
476,1
266,4
4793
3131
7253
263,7
1112,1

9,5
9,6
11,0
75
52
9,9
6,8
73
6.2
8,4

9094
8678
7781
6228
5109
4625
4517
9711
4209
13282

7637739
752682,8|
793183,9|
226646,2)

70945,0
2296954}

98015,0]
5261274

69535,0
1236821, 1
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Lebenslauf

#2
#3

#5
#6
#7
#8
49
#10
#12
#13
#14
#15
#16

FM03
FM04
FMO05
FM06
FM07
FM08
CS128
CS131
CS136
CS138
EHW216
GEMO038
GEMO040
GEMO052
GEMO058
RN18
DMSO

Dox

8705
10575
5713
9607
9750
14752
6368
6059
5152
9829
12043
12389
12598
9703
9525
3729
14480

8771
9862
5497
9230
6644
14785
5206
6354
5191
10166
12212
13074
13180
10101
10198
3834
14824

8649
10260
5456
11446
6613
14572
5012
6142
5279
10333,
13270
13400
13564
10702
9299
3927
14491

W W W W W W wWwwwWwwwwwwww w w

8771
10575
5713
11446
9750
14785
6368
6354
5279
10333,
13270
13400
13564
10702
10198
3927
14824

8649
9862
5456
9230
6613
14572
5012
6059
5152
9829
12043
12389
12598
9703
9299
3729
14480

5652,7
8708,3
10232,3
5555,3
10094,3
7669,0
14703,0
5528,7
6185,0
5207,3
10109,3
12508,3
12954,3
13114,0
10168,7
9674,0
3830,0
14598,3

1185,7
1802,3]

61,1
357,3
138,1

114,6
7333
152,1

65,1
256,7
665,0
516,0
486,4
502,9
467,7

99,1
195,5

0,7
35
25
11,7
23,5
0,8
133
25
12
2,5
53
4,0
37
49
48
2,6
13

8705
10260
5497
9607
6644
14752
5206
6142
5191
10166
12212
13074
13180
10101
9525
3834
14491

6694,3]
3729,3]
127666,3]
19064,3
1405784,3]
3248161,0
13143,0
537769,3
23143,0f
4232,3]
65912,3]
4422423
266270,3
236556,0
252934,3
218701,0
9813,0
38224,3]

1 30| 10257 9083 8760 8287 9234 8098 ) 10257 8098 8953,2 775,6] 87| 8922 601621,4]
j#2 15| 7679 7276 7122 6781 7223 6986 6 7679 6781 71778 303,4] 4.2 7173 92047,8
3 7.5 6697 5768 5368 5169 5717 5479 ) 6697| 5169 5699,7, 536,6| 9,4 5598 287989,5)
4 3,75 5708 4752 4539 4144 4666 5018 6 5708 4144] 48045 527,4] 11,0 4709 278116,7]
1,875 5261 4041 3813 3843 3963 4104] ) 5261 3813 4170,8, 545,6| 13, 4002 297700,2]

#6 0,9375] 4901 4087 3670 3716 4045 4161 6 4901 3670 4096,7, 442,9) 10,8 4066 196161,1]
7 0,46875 4585 3622 3522 3522 3554 4207] 6 4585 3522 3835,3 451,9) 11,8 3588 204230,3]
RN18 10493 9123 8682 8770 8945 9643 6 10493 8682 9276,0 686,7| 74 9034] 471524,0]

DMSO 4150 3452 3388 3473 3419 3827 6| 4150} 3388 3618,2 305,9) 8,5| 3463 93557,4]

Dox 15601 13092 12730 12377 12846 13572] 6| 15601 12377] 13369,7| 1163,2] 8,7] 12969]  1353134,7]

[#1
#2
[#3
44
#5
#6
[#7

30

15

7.5)
3,75
1,875
0,9375
0,46875

10686
9288
9379
7350
5697
6959
5476

11138
5014

15433

9166
7061
5452
4997
5379
4122
3806
8895
3730
12250

8569
6682
5546
4404
3943
3955
3822
8489
3781
13326

8641
6943
5383
4563
4080
3818
3935
7879
3813
12842

10851
6861
5165
4821
4240
4219
4631
8545
3416

12637

8878
6970
5384
4979
4513
4265
4051
8408
3528
12352

10851
9288|
9379
7350
5697|
6959
5476

11138
5014}

15433

DO DD D DD

8569
6682
5165
4404
3943
3818
3806
7879
3416
12250

9465,2
7300,8
6051,5
5185,7
4642,0
4556,3
4286,8
8892,3
3880,3
13140,0

1032,2
981,9
1635,0
1085,8
726,5
1188,9
657,2
11478
576,5
1187,2

9022
6957
5418
4900
4377
4171
3993
8517
3756
12740

10655198
964051,0
2673103,5|
1178868,7|
5277768
14133719
431848, 6|
13175535
332389,
1409460,4}

41
2
43
Z
j#5
j#6
47

1,875
0,9375
0,46875|
RN18
DMSO
Dox

12448
7613
5597
4636
4259
4175
4003
9416
3835

10867

9419
6555
5511
4658
3776
3710
3687
9308
3557
10747

9974
6995
5363
4679
3963
3684
3648
9482
3627
10889

9754
6969
5255
4896
3868
3722
3601
9049
3534
10701

9311
7203
5567
4536
3899
3876
3750
8770
3787
11041

10230
7046
5539
4750
4015
3872
3837
9366
3733

11204

9311 101893
6555 7063,5
5255 5472,0
4536 4692,5]
3776 3963,3
3684 3839,8
3601 3754,3
8770 9231,8
3534 3678,8
10701 10908,2

1157,9
344,6
1339
1215
166,4
184,2
147,0
270,9
124,5
187,7

114
49
24

42
48
39
29
34
17

9864
7021
5525
4669
3931
3797
3719
9337
3680
10878

1340799,
118782,3]
17926,0f
14755,1
27681,9)
33941,0]
21607,9)
73404,2]
15505,8|
35223 4]
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Lebenslauf

i1 CQ 11129 20616 12177 3 20616 11129 14640,7 5201,3| 35,5 12177 27053032,3]
2 NOR 12760 18538 14795 3| 18538 12760 15364,3 2930,8] 19,1 14795 8589426,3]
43 Muco 15624 14683 12689 3| 15624 12689 14332,0 1498,7 10,5 14683 2245957,0)
i DihydroArtemi. 11484 12129 11999 3 12129 11484 11870,7 341,1 2,9 11999 116358,3
45 AZT 11590 12930 11042 3 12930 11042 11854,0 971,3 8,2 11590 943408,0
j#6 VAK1002 6732 10850 10337 3 10850 6732 9306,3| 2244,1] 24,1 10337 5036186,3
47 VAK1007 11918 10740 10797 3 11918 10740 111517 664,3 6,0 10797 441262,3]
48 AZKP 14579 13913 14122 3 14579 13913 14204,7 340,6 2,4 14122 1160143
49 GEMO026 14877 14206 13083 3| 14877 13083 14055,3 906,4 6,4 14206 821634,3
#10 GEMO038 18079 18010 18334 3 18334 18010 18141,0 170,7 0,9 18079 29127,0)
j#11 GEMO039 15677 14777 15826 3 15826 14777 15426,7 567,5 3,7 15677 322100,3
j#12 GEMO040 22685 22744 22991 3 22991 22685 22806,7 162,3 0,7, 22744 26354,3]
#13 GEMO041 18017 18102 17681 3 18102 17681 179333 222,6 12 18017 49560,3]
14 GEMO042 13931 15315 14927 3 15315 13931 14724,3 713,9 4,8 14927 509669,3
#15 GEMO043 13798 13493 13649 3| 13798 13493 13646,7 152,5 11 13649 23260,3]
416 GEMO044 18952 17590 16744 3 18952 16744 17762,0 1114,0 6,3 17590 1241004,0)
j#17 GEMO045 18010 32945 18188 3 32945 18010 23047,7 8571,8] 37,2 18188 73475826,3]
RN18 17003 16995 17235 3 17235 16995 17077,7 136,3 0,8 17003 18581,3}

DMSO 22893 22334 23553 3 23553 22334 22926,7 610,2 2,7, 22893 372340,3

Dox 10694 10988 10989 3 10989 10694 10890,3 170,0 1,6 10988 28910,3]

[#1 30 14998 12057 11643 10727 12388 12639 6 14998 10727  12408,7 1435,0 11,6] 12223 2059209,
#2 15 9962 7329 7196 8212 7946 7810) 6 9962 7196 8075,8 999,6 12,4 7878 99911144
43 75 8261 6233 5874 5927 6298 6407| 6 8261 5874 6500,0 887,9 137 6266 788413,6|
#4 3,75 6591 5411 5060 4968 5010 5687 6 6591] 4968 5454,5 622,5 11,4 5236 387494,7|
45 1,875 6240 4812 4709 4504 4713 4926 6 6240| 4504 4984,0 630,9 12,7 4763 397990,0}
#6 0,9375 5692 4597 4632 4559 4613 4469 6 5692 4469 4760,3 460,1 9,7 4605 211653,5|
#7 0,46875 5485 4344 4437 4340 4404 4366 6 5485 4340 4562,7 453,4 9,9 4385 205547,9]
RN18 8965 8016 8072 7539 7671 8089 6 8965 7539 8058,7 498,9 6,2 8044 248939,5|

DMSO 6471 4785 4694 4364 4553 4075 6 6471] 4075 4823,7 8458 17.5] 4624 715414,3]

Dox 16370 17847 14139 13350 13950 13231 6 17847 13231 148145 1869,3 12,6] 14045 3494305,9)
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Lebenslauf

#1 30 12526 10247 10268 10035 11754 10316 6 12526 10035  10857,7 1027,4 9,5 10292  1055510,7
#2 15 7996 5995 6024 5997 6137 6739 6 7996 5995 6481,3 794,9 123 6081 631885,1]
43 75 6511 4754 4840 4921 5063 5437 6 6511 4754 5254,3 660,7 12,6 4992 436460,7|
#4 3,75 6087 4268 4241 4220 4315 4938 6 6087 4220 4678,2 742,1 159 4292 550696,6|
#5 1,875 6035 4394 4133 4172 4194 4576 6 6035 4133 4584,0 730,3 159 4294 533362,0]
#6 0,9375 7066 4040 4138 4045 4173 4309 6 7066 4040 4628,5 1198,2 259 4156 1435672,3
#7 0,46875 5683 4024 3791 4009 4359 4170 6 5683 3791 4339,3 684,6 15,8 4097 468745,1]
RN18 11798 10387 9140 9653 9016 9428 6 11798 9016 9903,7 1047,1 10,6 9541 1096468,3

DMSO 5725 3972 3855 3907 3909 4120 6 5725 3855 4248,0 7293 17,2 3941 531948,0|

Dox 16373 13552 13089 13957 12799 13656 6 16373 12799  13904,3 1278,2 9,2 13604 1633885,5

#1 30 19954 18511 19633 18843 19692 18319 6 19954 18319 19158,7 687,9 3,6 19238 473229,9
#2 15 14667 14508 14550 13984 14724 15407| 6 15407, 13984  14640,0 458,7 31 14609 210386,
43 75 13386 11120 13010 11275 10977 12732] 6 13386 10977| 120833 1075,3 8,9 12004 1156361,5
#4 3,75] 10857 10375 9617 8877 9596 10222 6| 10857 8877 9924,0 701,5 7.1 9920 492147,2)
#5 1,875 9548 9482 8202 7962 8912 8660 6 9548 7962 8794,3 650,6 74 8786 4232855
46 0,9375 9872 8285 8318 8121 8052 8619 6 9872 8052] 8544,5 679,5 8,0 8302 461671,5
[#7 0,46875 8527 7843 7753 7689 7866 8839 6 8839 7689 8086,2 477,0 59 7855 2274874
RN18 18514 18234 17384 17375 12745 13847| 6 18514 12745 163498 2433,6 14,9 17380 59226334

DMsSO 9142 8316 7962 8063 7523 8684 6 9142 7523 8281,7 570,8 6,9 8190 325760,3

Dox 20865 20499 21323 21675 22403 22254 6 22403 20499]  21503,2 755,1 3,5 21499 570209,0

CJ157 9337,0
DUO3 8195,7
DC-EtpH 10353,7
DFE 219873
MP138 24777

RN18 13049,3
DMSO 6126,0
Dox 14775,0

11139 11436 11617 11748 6 11139] 116313 123604,7|

42 15 8749 8473 7922 8418 8602 8320 6 8749 7922 8414,0 283,5 34 8446 80393,2)
[#3 7.5 6697 6204 5936 6314 6359 6659 6 6697 5936 6361,5 286,1 4.5 6337 81837,1
#4 3,75 5804 5217 5208 5070 5291 5657 6 5804 5070 5374,5 288,6 54 5254 83299,5)
45 1,875 5532 4601 4716 4878 5292 4958 6 5532 4601 4996,2 353,5 71 4918 1249410}
46 0,9375 4767 4838 4654 4558 4513 4458 6 4838 4458 4631,3 149,0 32 4606 222111
[#7 0,46875| 5350 4322 4573 4702 4242 4606 6 5350 4242 4632,5 393,1 8,5 4590 154555,9|
RN18 13171 12541 12307 12062 13358 12764 6] 13358 12062| 127005 499,1 3,9 12653 249134,7|

DMSO 5014 4075 4432 4084 4301 4469 6 5014 4075 4395,8 3458 7.9 4367 119591,8]

Dox 16193 15167 14925 14601 14876 14057 6 16193 14057) 149698 709,2 47| 14901 503025,8|
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Lebenslauf

#1
#2
43
#4
45
46
#7

5868
5353
4066
4217
3922
4449
3952
6192
3037
8201

5519
4484
4783
4573
4110
3827
3929
6198
3738
7492

5838
5164
4764
4421
3944
3864
4322
6144
3259
7947

5416
4527
4345
4417
4097
3719
3638
6036
3219
7503

5943
4861
4364
4401
4183
4130
3742
5814
3357
7241

5627
4870
4695
4805
4497
4117
3843
6275
3167
7552

[ N N N N S W= B = N )

5943
5353
4783
4805
4497
4449
4322
6275
3738
8201

5416
4484
4066
4217
3922
3719
3638
5814
3037
7241

5701,8
4876,5
4502,8
4472,3
41255
4017,7
3904,3
6109,8
3296,2

7656,0|

212,2
342,4
2894
198,4
208,2
267,5
236,0
164,9
240,9

350,7

37
7,0
64
44
50
67
6,0
27
73]
4,6

5733
4866
4530
4419
4104
3991
3886
6168
3239
7528

837279
39356,3]
43345,
71540,7)
55674,7]
27188,2]
58021,0)
123010,4}

#1
12
#3
#4
45
46
s

RN18
DMSO
Dox

30

15

75
3,75
1,875]
0,9375
0,46875

24488
18700
14566
12467
11273
10687
10251
20876

9771
27511

20864
15112
12078
10037
9229
8346
8971
18720
7842
21961

20217
16569
12055
9657
9142
8429
8164
19043
7914
21864

20684
15970
12511
9613
8749
8546
8033
17888
7429
22588

20997
15468
12370
10349
9194
8637
8338
18209
8443
22303

22848
20331
14369
12376
11120
10046

9461
20530

9431
24956

(SIS IRSIEG IS IS B B RS e,

22848
20331
14566
12376
11120
10046

9461
20530

9431
24956

20217
15112
12055
9613
8749
8346
8033
17888
7429
21864

21683,0
17025,0
12991,5
10749,8
9784.,5
9115,2
8869,7
19211,0
84717
23530,5

1644,0
2056,2
1158,0
1322,8
1108,3

995,2

865,9
1227,7

938,5
2258,9

7.6
12,1
8,9
12,3
113
10,9
9,8
6,4
11
9,6

20864
15970
12370
10037
9194
8546
8338
18720
7914
22303

1018033, 5|
4443322 5)
932588,3)
13025398
870692,7]
496838,7|
364743,3
1052238, 5|
594528,7
1624697,3]

[#1
42
[#3
4
45
46
[#7

30

15

75
3,75
1,875
0,9375
0,46875|

11506
7133
6122
4920
4337
4578
7873

10641
4450

14081

11930
7267
5067
4074
3853
3770
3922
9980
3762

14117

12099
7234
5049
4127
3662
3858
3698
8965
3645

14167

12979
6676
4674
3983
3934
3814
3568
9520
3510

13732

12866
6832
5009
4280
3825
4094
3713
9481
3700

15072

12616
7646
5567
4665|
4380
4281
3760
9682
3701

14881

N IR e e = = S = S - M)

12979
7646
6122
4920
4380
4578
7873

10641
4450

15072

11506
6676
4674
3983
3662
3770]
3568
8965
3510

13732

12332,7
71313
5248,0
43415
3998,5
4065,8
4422,3
9711,5
3794,7

14341,7

580,1
3437
514,7
3713
292,8
3173
1694,3
562,8
332,2
518,6

4,7
48
9,8
8,6]
73
7,8
38,3
58
8,8
3,6

12358
7184
5058
4204
3894
3976
3737
9601
3701

14142

336517,5)
118151,9|
264919,2]
137837,1

85757,9|
100707 4|
2870763,5)
316799,5]
110339,9|
268978,3]

[#1
42
43
#4
[#5

[#7

RN18
DMSO
Dox

30

15

7.5
3,75
1,875
0,9375
0,46875|

8702
6381
5232
4629
4429
4115
4330
9464
4477
12890

10023
7161
5343
4405
4387
4126
3846
9485
4481

13695

8519
6189
4862
4149
3820
3926
3481
8334
3544

12888

8688
6089
4886
3898
3751
3662
3513
7993
3505
13202

8667
6328
4910
4223
3968
3793
4072
9053
3743
13648

8966
6525
5105
4526
4312
3972
3846
9279
3834
13317

10023
7161
5343
4629
4429
4126
4330
9485
4481

13695

8519
6089
4862
3898
3751
3662
3481
7993
3505
12888

8927,5
6445,5
5056,3
4305,0
41112
3932,3
3848,0
8934,7
3930,7
132733

555,8
3819
201,8
268,5
300,8]
181,6
3254
626,6
442,0

352,3

6,2
5,9
4,0
6,2
73
4,6)
8,5
7.0
11,2]

2,7]

8695
6355
5008
4314
4140
3949
3846
9166
3789
13260

308909, 1
145822,3]
40719,5|
72105,2)
90486,2)
32996,3)
105884, 4]
392633,
195322,7|
124119,9]

[#1
#2
[#3
44
#5
#6
[#7

30

15

75
3,75
1,875
0,9375
0,46875

13297
14907
17378
12217
10523

8985
10396
16481

6881
19690

14074
13910
11043
8194
6961
7211
6584
15822
6636
18887

14574
13466
10196
8934
7282
6302
6075
15938
5891
18824

14520
12787
10108
7790
7094
6178
6039
15488
5943
19183

14721
12889
10131
7967
6875
6396
5962
13557
5243
17503

13923
12624
9945
7507
6602]
6161]
6096
15324
5318
16280

RS ROIRGIRS IR IGIRS I I)

14721
13910
17378
8934
7282
7211
6584
15938
6636
19183

13297
12624
9945
7507
6602
6161
5962
13557,
5243
16280

14184,8
13430,5
11466,8
8768,2
7556,2
6872,2
6858,7
15435,0
5985,3
18394,5

533,0

868,2
29218
17573
14710
1106,2
1747,0
1003,9

668,2
1264,4

38
6,5
255
20,0
19,5
16,1
255
6,5
11,2
6,9

14520
12889
10131
7967
6961
6302
6075
15488
5891
18824

1186133
288231,7
188282,3
291874,3
642477
190361,3
61138,7|
931492,2
317501,7
14947443

72



Lebenslauf

[#1
42
[#3
44
#5
#6
[#7

30 7734

15 7248

7.5 5615

3,75 4589

1,875] 4224

0,9375 4027

0,46875 3908

RN18 11027
DMSO 4139
Dox 13530

8547
7375
5471
4396
3934
3570
3440
9683
3479
13409

8268
7226
4999
4172
3690
3676
3558
9369
3289
13480

8469
6932
5445
4241
4020
3761
3503
9264
3328

13551

8860
6865
5442
4196
4048
3739
3580
9361
3307
13807

8821
7242
5553]
4950
4043
3827|
3789
9947|
3716
14357]

R N N W= M o M > W = M = M=)

8860
7375
5615
4950
4224
4027|
3908|
11027|
4139

14357]

7734
6865
4999
4172
3690
3570
3440
9264
3289
13409

8449,8
7148,0
5420,8
4424,0
3993,2
3766,7
3629,7
9775,2
35430,
136890

415,0
201,6
217,6
301,2
176,0
154,3
180,3
663,8
3334
354,0

4,9
28
4,0
6.8
4,4
41
50
6,8
9,4
2,6

8508
7234
5458
4319
4032
3750
3569
9526
3404
13541

172258,2)
40638,8)
47332,2)
90732,4]
30981,0)
23821,9
32495,5)

440581,0

111135,6)

1253108

[#1 30 8846 8993 8088 8965 9115 8656 6 9115 8088 8777,2 3716 4,2 8906 1380734
#2 15 8267 7874 7045 7968 8043 7245 6 8267 7045 7740,3 483,2 6,2 7921 233505,5
43 75 6054 5800 6036 5763 5663 5882 6 6054 5663 5866,3 1554 2,6 5841] 241347
#4 3,75 5333 4811 4653 4828 5273 5005 6 5333 4653 4983,8| 271,9] 55 4917 73917,8]
[#5 1,875 5214 5036 4594 4369 4746 4559 6| 5214 4369 4753,0] 317,2 6,7 4670 100606,4]
#6 0,9375 4851 4241 4043 4303 4619 4441 6| 4851 4043] 4416,3| 287,6 6,5 4372 82716,3]
[#7 0,46875 4584 4418 3924 4061 4531 4384 6 4584 3924 4317,0 265,2 6,1 4401 70352,0)
RN18 10126 9459 9622 9627 9770 9270 6 10126 9270 9645,7 290,9 3,0] 9625 84611,5)

DMSO 4470 4129 4520 4025 4313 4130] 6| 4520 4025 4264,5| 201,8 47 4222 40734,7]

Dox 12060 12240 11853 11728 12446 11521 6 12446 11521 11974,7 341,0 2,8 11957 116259,9)

#1 301 17778 16417 18100 18869 18021 17754 6| 18869| 16417| 178232 799,2 45| 17900| 638734,2
#2 15| 16394 13612 15993 15534 16181 15012 6| 16394| 13612| 15454,3| 1029,3 6,7| 15764] 10594755
#3 75| 13839 12605 13797 13242 13059 13595 6| 13839| 12605| 13356,2 479,6 3,6] 13419] 2300194
#4 3,75 12560 11214 12101 14948 12012 12611 6| 14948| 11214| 12574,3| 1267,0 10,1 12331 1605322,7
#5 1,875| 11662 11066 11280 12257 11294 11638 6| 12257| 11066| 11532,8 422,2 3,7| 11466| 1782122
#6 0,9375| 12041 9952 11633 12816 10975 10923 6| 12816 9952| 11390,0 997,4 8,8] 11304| 994896,8
#7 0,46875( 14560 10750 10349 11207 10490 10884 6| 14560| 10349| 11373,3| 1590,0 14,01 10817(2528007,9
RN18 16966 16190 15770 16477 15375 15710 6| 16966| 15375| 16081,3 580,5 3,6] 15980| 336943,9

DMSO 10894 10628 10475 12907 10311 10005 6| 12907| 10005| 10870,0| 1041,7 9,6] 10552|1085048,0]

Dox 24174 23747 22570 23040 23132 5| 24174] 22570| 23332,6 629,9 2,7| 23132| 3967738

#2
[#3
#4
145
16
#7

30

RN

15
75
3,75
1,875
0,9375
0,46875|
8

DMSO
Dox

6236
6032
4813
4296
4510
4111
11226
4046
13390

5421
5098
4113
4061
3695
3477
9404
3627
12036

7321
5261
4560
4092
3906
3640
3599
9766
3494
12533

7265
5277
4512
3734
3895
3673
3309
9086
3285
12184

5900
4646
4169
3837
3379
3278
9791
3448
12564

5501
4875
4373
3737
3870]
3600
9939
3639
13057

[N N W= S o W = M W = =)

6236
6032]
4813
4296
4510]
4111
11226
4046
13390]

7217
5261
4512
3734
3737
3379
3278
9086
3285
12036

7578,2
5599,3
4953,8
4215,7
3955,3
3794,5
3562,3
9868,7
3589,8
12627,3

388,7
571,8]
358,2
1975
384,4
302,0
7338
258,5]
514,9

6,9
115
85
50
10,1
85
74
72
4,1

5461
4761]
4141
3901
3684
3538
9779
3561
12549

287900,2]
151117,1§
326905,0
128315,1

38993,1f
147762,7

91220,7|
538471,1]

66822,2)
265080,7]

[#1
#2
43
4
45

47

30 8118

15 6715

75 5916

3,75] 5419

1,875 5326

0,9375| 5052

0,46875 4971

RN18 11460
DMSO 4804
Dox 13738

8439
6243
5689
5181
4638
4920
4694
10458
4234
13196

8044
6733
5603
5418
5137
4435
4623
10891
4576
13186

7981
6804
5405
4972
4907
4426
4741
11293
4142
13173

7978
6299
5635
4985
4617
4806
4521
10277
4163
13562

7600
6517
5134
5330
4994
5024
5055
11895
4496
14294

(R - N W W= W = M - W M=)

8439
6804
5916
5419
5326
5052
5055
11895
4804
14294

7600
6243
5134
4972
4617
4426
4521
10277
4142
13173

270,2
238,1
266,9
204,5
278,3
282,2
205,8
618,8
266,0
443,9

3,4
3,6)
4.8
3,9
5,6
5,9
4,3
5,6)
6,0]
3,3]

8013
6616
5619
5256
4951
4863
4718
11092
4365
13379

73031,9
56709,
712543
418235
77453,9)
79617,
4236311
382867,1f
707319
1970330}

73



Lebenslauf

#1
#2
1#3

45
#6
#7
RN18
DMSO
Dox

30

15

7,5
3,75]
1,875
0,9375
0,46875

16658
14930
11885
9506
8261
8625
7847
16606
7215
21060

17332
13982
11220
8860
7652
7692
747
17610
6994
19867

17956
14483
11008
8730
7270
6919
6928
16835
7151
20297

17040
13566
11007
9171
7153
6791
6550
15953
7176
20246

16140
14407
11318
8802
7188
6710
7435
16622
6472
20864

16095
15191
10967
9971
8203]
7063
6453]
17391
6976
21581

00 DD DO DD

17956
15191
11885
9971
8261
8625
7847
17610
7215
21581

16095
13566
10967|
8730
7153]
6710]
6453
15953
6472]
19867

16870,2
14426,5|
11234,2
9173,3
7621,2
7300,0
7160,0
16836,2
6997,3
20652,5

7211
596,6
3478
4857
505,8
7373
603,0
597.,6
2754
629,5

43
4,1
3.1
53
6,6
10,1
8,4
3,5
3,9
3,0

16849
14445
11114
9016
7461]
6991
7182
16729
7073
20581

5200418
355917,1]
120989 4]
2359111
255799,8
543560,0)
363587,2)
3570974

758711
396306,7]

#1
42
43
#4
[#5

[#7
RN18
DMSO
Dox

30

15

7.5
3,75
1,875
0,9375
0,46875

11491
9208
8581
5478
5179
4571
4706

11553
4109

14871

10986
8868
6141
4811
4413
4072
3987
9825
3889

15018

10526
8637
6513
4979
4629
4279
4234

10693
3948

14744

10773
8472
6076
4901
4516
3971
3912

10575
3641

14485

10936
8532
6657
4829
4423
4065
3908

10992
3758

14447

10944
8274
6412
5347
4454
3901
3909

10441
3788

15361

[N IR N N = - M - W - W2 M=)

11491
9208
8581
5478
5179
4571
4706

11553
4109

15361

10526
8274
6076
4811
4413
3901
3908
9825
3641

14447

10942,7
8665,2
6730,0
5057,5
4602,3
41432
4109,3

10679,8
3855,5

14821,0

3178
330,0
933,2
2843
2935
2453
318,2
576,0
163,7
344,0

2,9
38
139
5,6
6,4
59
7
54
42
2,3

10940
8585
6463
4940
4485
4069
3950

10634
3839

14808

100998,3|
108932,2|
8708760}
80851,9)
86143,9)
60190,6)
101225,5|
331762,6|
268027
118322,0}

35908,3]
239596,0)
194719,0]
322097,3

4284780,3

1918528,0]

2813188,0]
335800,3

6469966,3|

[#2
[#3
#4
[#5
#6
#7
RN18
DMSO
Dox

12149
11912
10909
8109
5825
4813
4296
10144
4785
13651

10480
9836
7824
6143
4646
4369
3947
8833
3555

12733

9990
7565
6064
4965
4325
3423
7739
3441
13285

11103
10495
7722
5921
4800
4353
3845
8685
3616
12375

11340
10820
7972
6249
5097
4229
3630
7796
3260
13088

10270
7256
6688
4928
4173
4023
8736
3487

12533

(R e - S - W W W W = M =)

11912
10909
8109
5825
4813
4296
10144
4785
13651

10480
9836
7256
5921
4646
4173
3423
7739
3260

12375

112188
10553,8
8208,0
6529,0
50435
4377,0
3860,7
8655,5
3690,7

12944,2

752,7
1345,7
816,7
412,4
226,7
306,0
875,6
549,7

484,6

71
16,4
125

8,2

52

7.9
10,1
14,9

3,7

11150
10383
7773
6196
4947
4339
3896
8711
3521
12911

294045 4]
566535,4]
1810900,4]
666993,2]
170081,1f

51392,0f

93665,1f
766640,3]
302166,7]
234813,8]

#1
#2
#3
#4
45
46
s

RN18
DMSO
Dox

30

15

75
3,75
1,875]
0,9375
0,46875

12018
11061
9659
7658
6394
5100
4921
10264
4856
12476

11490
10918
8751
7174
5776
5060
4660
10419
4844
12769

11828
11213
8610
6833
5727
5324
4740
10014
4567
12783

11803
11089
8805
6955
5770
4906
4656
9804
4307
12202

11370
10894
9258
7519
5980
5390
4774
10436
4505
13324

11854
11226
8958
7834
6347
5471
4977,
10495
4488
12445

000D DD

12018
11226
9659
7834
6394
5471
4977
10495
4856
13324

11370
10894
8610
6833
5727
4906
4656
9804
4307
12202

11727,2
11066,8
9006,8
7328,8
5999,0
5208,5
4788,0
10238,7
45945

12666,5

245,1
140,9
388,4
402,3
301,2
219,3
134,0
274,7
216,1

389,2

2,1
13
43
55
5,0
4,2
2,8
2,7
4,7
3,1

11816
11075
8882
7347
5878
5212
4757
10342
4536
12623

60081,0)
19849 4]
150891,0)
161856,6)
90728,8)
48103,9)
17943,6
754439
46679,5)
151499,5]

74



Lebenslauf

#1
#2
43
#4
45
46
#7

30

15

75
3,75
1,875
0,9375
0,46875

7454
7352
6467
5459
4874
4347
4002
6943
3924
8920

7533
7383
6222
5294
4548
4001
3834
6374
3791
7913

7612
7338
6428
5392
4715
4262
4032
6411
3982
8149

7488
7965
6943
5490
4954
4652
4363
7224
3399
9152

8804
8462
7208
6099
5674
4962
4841
7889
3828
10096

7541
7863
6967|
5848
4707
4274
4207
6359
3883
8267

[ N N N N S W= B = N )

8804
8462
7208
6099
5674
4962
4841
7889
3982
10096

7454
7338
6222
5294
4548
4001
3834
6359
3399
7913

7738,7
7727,2
6705,8
5597,0
4912,0
4416,3
4213,2
6866,7
3801,2
8749,5

524,6
452,9
386,0
309,6
399,3
339,0
357,2
614,3
208,3
812,1

6,8
59
5,8
5,5
8,1
7
8,5
8,9
5,5
9,3]

7537
7623
6705
5475
4795
4311
4120
6677
3856
8594

[#1
42
43
#4
#5

47

7529
5623
4300
3902
3613
3431
3389
7338
3577
11642

6835
4979
4040
3439
3292
3119
2975
7008
3100
11788

6920
4920
3771
3369
3118
3012
2928
6778
2930
11112

6408
4845
3923
3282
3085
2987
2885
6404
2818
10430

6871
5126
4068
3410
3366
3228
3151
6939
2795
10564

6325
5113
3928
3606
3285
3345
3012
7070)
3010
10586

[N N N = - M - S W M=)

7529
5623
4300
3902
3613
3431
3389
7338
3577
11788

6325
4845
3771
3282
3085
2987
2885
6404
2795
10430

6814,7
5101,0
4005,0
3501,3
3293,2
3187,0
3056,7
6922,8
3038,3
11020,3

4313
278,0
178,7
2233
190,6
179,7
186,6
313,6
287,8
588,1

6,3
55
45
6,4
58
56
6,1
45
9,5
53

6853
5046
3984
3425
3289
3174
2994
6974
2970
10849

186021,1f
77286,8|
31925, 6|
4986711
363366
32286,0|
34806,7|
98340,2|
82852,3|
345912,7]

30
15
7.5
3,75
1,875
0,9375
0,46875|
RN18
DMSO
Dox

10908
8848
7176
6485
6129
5849
5919

10532
5818

14648

10756
8567
6831
5949
5542
5529
5455

10420
5276

13459

10878
8628
7159
6482
6006
5793
5611

11240
5521

13823

10856
8901
7259
6417
5813
5353
5709

10926
5482

13206

11145
9012
7578
5641
5960
6073
5746

11242
5878

13268

10864
9273
7123
6624
5748
5776
5780

11026
5333

13566

o I N N W= W= W= W =2 B =2

11145
9273
7578
6624
6129
6073
5919

11242
5878

14648

10756
8567
6831
5641
5542
5353
5455

10420
5276

13206

10901,2
88715
7187,7
6266,3
5866,3
5728,8
5703,3

10897,7
5551,3

136617

130,0
258,6
240,7
383,8
2094
2531
157,8
350,7
2478
5314

1,2
29
33
6.1]
36,
4.4
28
32|
45
39

10871
8875
7168
6450
5887
5785
5728

10976
5502

13513

41
#2
43
#4
#5
46
47

30

15

7.5

3,75

1,875

0,9375

0,46875|
RN18
DMSO

Dox

6858
5993
4601
4856
4521
4391
4095
6825
3038
9051

7306
5293
4774
4371
4397
4369
3884
6555
3803
8524

6733
5598
4725
4550
4033
3908
3676
6546
3837
8799

6339
5469
4652
4281
4401
4143
3755
6067
4001
7898

6419
5586
5042
4351
4740
4061
4056
6173
3952
8393

6599
6060
5235
4665
4606
4520
4519
7118
3407
7997

OO DD DD DD

7306
6060
5235
4856
4740
4520
4519
7118
4001
9051

6339
5293
4601
4281
4033
3908
3676
6067
3038
7898

6709,0
5666,5
4838,2
4512,3
44497
4232,0
3997,5
6547,3
3673,0
8443,7

349,9
300,4
2417
220,2
2419
232,0
303,3
3934
375,0
4475

52
53
5,1
4,9
5,4
55
7,6
6,0
10,2]
53

6666
5592
4750
4461
4461
4256
3970
6551
3820

8459

122457,2f
90225,1]
61371,0
48470,3}
58515,1]
538264}
91988,3
154733,14
140640,4}
200279,9]

#2
43
4
45
46
#7

30

15

75
3,75
1,875
0,9375
0,46875

6231
4969
4062
3618
3585
3653
3724
9795
3460
13649

4945
3700
3335
3028
2836
2934
2850
6617
2889
11072

5247
4167
3453
3231
3015
2886
2902
6622
2835
11138

4988
3903
3280
3061
2922
2905
2928
6821
2737
10157

4767
3951
3515
3116
2962
3079
2960
6616
2933
10863

4422
3669
3294
3155
3740
3270
9267
3605
11720

6231
4969
4062
3618
3585
3740
3724
9795
3605
13649

4767
3700
3280
3028
2836
2886
2850
6616
2737
10157

5229,0
4185,3
3552,3
3224,7
3079,2
3199,5
3105,7
7623,0
3076,5
11433,2

521,1
456,2
285,0
217,6
269,6
391,9
337,3
14894
362,1
1197,0

10,0
10,9]

8,0

6,7

8,8
12,2]
10,9]
19,5
11,8]
10,5]

5092)
4059)
3484
3174
2989)
3007
2944
6722
2911
11105

2715196
208130,7|
81206,3
47366,3
72659,0
153565,1f
113794,3]
2218322,0)
131143,14
1432689 4]

75



Lebenslauf

41
#2
#3
#4
45
#6
47

RN18
DMSO
Dox

30

15

75
3,75
1,875
0,9375
0,46875

7586
6644
5896
5316
5182
4958
4923
9943
4886
12423

7053
6299
5848
5061
4903
4829
4596
9697
4762
12292

7610
5719
4898
5087
5114
4984
4528
9809
4685
11964

7156
5714
5177
4622
4423
4462
4372
8998
4495
11885

7320
5981
4782
5195
4778
4719
4419
9590
4760
12181

7012
6257
5486
5046
4947
4686
4887
10112
4772
11680

N e - W W= N = M = S - M=)

7610]
6644
5896
5316
5182
4984
4923
10112
4886
12423

7012]
5714
4782
4622
4423
4462
4372
8998
4495
11680

7289,5
6102,3
5347,8
5054,5
4891,2
4773,0]
4620,8
9691,5
4726,7
12070,8

261,7
365,6
473,6
2351
2718
194,5
234,1
386,0
130,5
277,0

3,6
6,0
8,9
4,7
5,6
4,1
51
4,0
2,8
2,3

7238
6119
5332
5074
4925
4774
4562
9753
4761
12073

1
12
43
4
45
j#6
47

5474
4360
4228
4199
3792
3724
4027
5871
3750
6860

5104
4709
4308
3725
3857
3356
3704
5793
3253
6993

5444
4813
4629
3713
3704
3762
3873
6086
3571
7110

5155
4950
4622
3586
3716
3578
3678
5972
3351
7476

5541
4653
4555
3728
4276
3623
3631
6115
3445
7173

5245
4991
4645
4181
4129
4098
3586
6068
3706
7675

I I N N W= W= W= W =2 W =2

5541
4991
4645
4199
4276
4098
4027
6115
3750
7675

5104
4360
4228
3586
3704
3356
3586
5793
3253
6860

5327,2
4746,0
44978
3855,3
3912,3
3690,2
3749,8
5984,2
3512,7
7214,5

182,8
230,3
182,4
264,6
236,1
2455
167,5
129,6
197,6
305,9

3,4
4,9
4,1
6,9
6,0
6,7
4,5
2,2
5,6)
4,2]

5345
4761
4589
3727
3825
3674
3691
6020
3508

7142

33426,2
53028,8|
33279,0f
700331}
55737,9|
60278, 6|
28043,0f
16803,0)
39049,9|
93563,5|

11185

12073,2

NS RGN P

RN18
DMSO
Dox

15

7.5
3,75
1,875
0,9375
0,46875|

9148
6791
5480
4950
4856
4634

10320

4754

15961

8607
6584
4901
4302
4406
4159
9966
4008
14327

8481
5945
5137
4820
4439
4128
9077
3873
14346

8724
6323
5080
4610
4234
4363
9563
3937
15376

8689
6598
5335
4491
4185
4196
8911
4167
15939

I I N N W= W= W= B =2 B =2

9446
6791
5480
4950
4856
4634
10320
4754
15961

8481
5945
4901
4302
4185
4128
8911
3873
14327

8849,2
6449,3
5178,0
4648,2
44238
42975
9556,2
4124,0
15276,5

369,1
292,3]
202,8
232,9]
236,8
187.5]
529,2
3238
758,0

42|
45
39
5,0
54
4.4
55
79
5,0)

8707
6520]
5136
4663
4415
4251
9532
4007
15543

[#1
#2
43
44
#5
#6
[#7

30

15

75
3,75
1,875
0,9375
0,46875

11828
10346
8954
6466
6085
6445
5304
10559
5583
13196

12395
9697
8101
6167
5711
4926
5332

10910
5232

13567

11318
9978
8262
6220
5443
5898
5364

10330
5288

13459

11930
9829
7895
6436
5814
5760
5287

10664
4901

13807

12777
10199
8756
6811
6226
6094
5071
10854
5866
12928

13521
10733
8652
6674
6093
6130
5646
11408
5229
13231

DO DD DD

13521
10733
8954
6811
6226
6445
5646
11408
5866
13807

11318
9697|
7895
6167
5443]
4926
5071

10330
4901]

12928

12294,8
10130,3
8436,7
6462,3
5895,3
5875,5
5334,0
10787,5
5349,8
13364,7

7812
378,5
412,9
250,2
2931
520,0
184,7]
369,1
333,0
310,6

6,4]
37
4.9
3,9
5,0
8,9
3,5
3,4
6,2

2,3

12163
10089
8457
6451]
5950
5996
5318
10759
5260
13345

610248,6)
1432439
1705119
62605,1
85917,1
270447,9
34105,2]
1362439
110911,0]
964979

41
#2
#3
#4
45
#6
47

RN18
DMSO
Dox

30

15

75
3,75
1,875
0,9375
0,46875

8004
6783
5332
4560
4269
4280
3834
6303
3119
8052

7609
6097
4810
3879
3789
3741
4054
6453
3646
7982

6970
6092
4640
4385
3768
3791
3659
5991
3612
7840

6882
6011
5151
4477
3990
3701
3682
6233
3538
7868

7356
6527
5253
4404
4111
3943
4227
6142
3611
7549

7470
6483
5102
4527
4109
3942
3552
6294
3296
8509

0O 000D

8004
6783
5332
4560
4269
4280
4227
6453
3646
8509

6882
6011
4640
3879
3768
3701
3552
5991
3119
7549

7381,8
6332,2
5048,0
4372,0
4006,0
3899,7
3834,7
6236,0
3470,3
7966,7

416,3
309,9
268,1
250,9
1974
212,0
259,3
157,4
214,1
316,8

5,6
4,9
53]
57
49
54
6,8
2,5
6,2
4,0]

7413
6290
5127
4441
4050
3867
3758
6264
3575
7925

76



Lebenslauf

[#1
#2
43
#4
#5
#6
#7

RN18
DMSO
Dox

30

15

75
3,75)
1,875
0,9375
0,46875

9888
8549
6956
5869
5044
5504
4575
9380
4562
16347

9164
7497
6182
4791
4541
4505
4008
9328
3791
14936

8782
7416
6034
5059
4447
4245
3959
8566
3731
13609

8948
7498
5952
4744
4413
4343
4356
8668
3867
13785

9038
7670
6378
5149
4373
4297
3834
9020
3833
14522

9510
7966
6279
5406
4478
4447
4395
9573
4189
14425

(R N N W= - M- W= B = M =)

9888
8549
6956
5869
5044
5504
4575
9573
4562
16347

8782
7416
5952
4744
4373
4245
3834
8566
3731
13609

9221,7
7766,0
6296,8
5169,7
4549,3
4556,8
4187,8
9089,2
3995,5
14604,0

408,0
431,0
358,5
420,0
249,0
473,8
293,6
407,8
320,3
984,7

9101]
7584
6231]
5104
4463
4395
4182
9174
3850
14474

166479,
185798,0
128517,0
176435,

62001,1]
224470,6|

861998
1663178
102612,7]
9695648

#1
#2
#3
#4
[#5
146
#7

RN18
DMSO
Dox

30

15

7.5
3,75
1,875
0,9375
0,46875

10270
8830
7836
6019
5293
5101
4806

10233
4974

12709

9906
8480
7165
5439
5136
4338
4372
10223
4145
12965

10079
7501
6482
5409
4838
4502
4424
9801
4421

12534

10337
8632
6687
5817
5104
4592
4617

10199
4343

12542

8959
8247
6403
5305
4700
4404
4448
9598
4587
12645

10122
8807
7095
5863
4923
5146
4806

10781
4852

13577

000D DD

10337,
8830
7836
6019
5293
5146
4806

10781
4974

13577

8959
7501
6403|
5305
4700
4338
4372
9598
4145
12534

9945,5
8416,2
6944,7
5642,0
4999,0
4680,5
4578,8
10139,2
4553,7
12828,7

506,4
498,2
536,6
2935
217,9
354,1
194,2]
409,5
314,9
398,9

5.1
59
7,7
52
44
76
42
4,0
69
31

10101
8556
6891
5628
5014
4547
4533

10211
4504

12677

861324
47465,6)
1253927
37707 4
167716,2)
99156,7|
159129,9)

[#1 30 6629 6502 6723 6750 8342 6810] 6 8342 6502 6959,3 685,9 9,9 6737| 47040314
#2 15 6607 5573 6114 6311 6914 6191] 6 6914 5573 6285,0 457,2 73 6251] 2090044
[#3 7.5 5231 4816 4916 5640 6051 5187 6] 6051] 4816 5306,8 464,4 8,8 5209 215712,6)
[#4 3,75 4575 4316 4331 4767 5141 4473 6 5141 4316 4600,5 313,2 6,8 4524 980679
[#5 1,875 4429 3846 4224 4861 4954 4549 6| 4954 3846 44772 411,0 9,2 4489 1689286
#6 0,9375 4337 3665 3852 4182 4967 4092 6 4967 3665 4182,5 452,7 10,8 4137 204907,5)
[#7 0,46875 4238 3720 3687 4608 4617 3938 6 4617 3687 4134,7 419,1 10,11 4088 175679,9)
RN18 6173 6201 6391 6375 7229 6299 6 7229 6173 64447 3943 6,1 6337| 1554615

DMSO 3271 3910 3741 3120 3715 3022 6| 3910 3022 3463,2 3714 10,7 3493 137918,2)

Dox 8147 7792 8239 8245 9378 8611 6 9378 7792 8402,0 544,9 6,5 8242 296920,0

#1 30 12348 13181 12097 12289 11991 12170 6| 13181 11991 12346,0 4288 35| 12230 183896,0
#2 15| 10505 10575 10102 10534 12940 12556 6| 12940 10102 r 10394,0| 12157 11,7 10555 1477824,4
#3 75 9537 9612 9346 9349 9346 9188 6 9612 9188| 9396,3 153,0 16 9348 23401,9
#4 3,75 13569 13695 11241 8949 8684 8923 6] 13695 8684 f 8852,0( 23519 26,6 10095| 55316599
#5 1,875 9376 9620 9118 8920 9016 8850 6 9620 8850( 9150,0 294,6 32 9067 86771,2
#6 0,9375 9211 9152 8710 8828 8713 8548 6 9211 8548| 8860,3 2649 3,0 8771 70188,3
#1 0,46875 8890 8779 8339 8367 8518 9005 6 9005 8339| 8649,7 280,9 3,2 8649 78899,9
RN18 18173 18075 16783 21934 20665 20869 6| 21934 16783 19416,5| 2014,3 10,4 19419 4057510,3

DMSO 8793 8005 7756 9633 8135 7355 6 9633 7355| 82795 8149 9,8 8070| 664125,5

Dox 21483 20735 20800 21408 22177 20542 6| 22177 20542 211908 614,3 29| 21104 3773134
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Lebenslauf

TS-204
TS-192
TS-194
TS-189
TS-190
TS-195
TS-44
TS-48
TS-206
TS-23A
TS-23B
VH-04
Cs-117
Cs-128
CS-132
Cs-134
CS-135
RN18
DMSO

15641
12486
18994
19299
18510
22646
16044
11004
16365
14617
16577
17183
16423
35132
16858
12883
17750
26348
16127
31473

15298
16484
22655
14541
14576
20448
20790

8727

5075
14985
15973
17495
16591
38570
16381
14152
14819
25800
16763
37324

14791
19040

9762
14312
15018
15930
16440
19317
13930
12689
17129
23687
18503
36965
15011
14598
15274
30718
21289
35062

W W W W W W W W W W W W W W W W W W W w

15641
19040
22655
19299
18510
22646
20790
19317
16365
14985
17129
23687
18503
38570
16858
14598
17750
30718
21289
37324

14791
12486

9762
14312
14576
15930
16044

8727

5075
12689
15973
17183
16423
35132
15011
12883
14819
25800
16127
31473

15243,3
16003,3
17137,0
16050,7
16034,7
19674,7
17758,0
13016,0
11790,0
14097,0
16559,7
19455,0
171723
36889,0
16083,3
13877,7
15947,7
27622,0
18059,7
34619,7

4217,6
3303,3
6644,1
28155
2155,1
3424,1
2633,2
5574,3
5941,4
1233,2

578,2
3668,3
1155,4
1720,3

958,8

889,8
1577,4
2695,2
2814,7
2950,5

2,8
20,6
38,8
175
134
17,4
14,8
42,8
50,4

8,7

35
18,9

6,7

47

6,0

6,4

9,9

9,8
15,6

8,5

15298
16484
18994
14541
15018
20448
16440
11004
13930
14617
16577
17495
16591
36965
16381
14152
15274
26348
16763
35062

182866,3|
10912009,3
44143699,0
7926862,3]
4644297,3
11724697,3
6933972,0
31073133,0
35300725,0,
1520704,0]
334309,3
13456704,0
1335061,3]
2959293,0
919306,3
791750,3
2488060,3]
7263988,0)
7922569,3]
8705294,3

FM84
FM85
FM86
FM88
FM89
EHW227
EHW104
EHW254
EHW65

RN18
DMSO

Dox

8082
10059
8172
5148
3157
4312
2290
3185
2723
6640
3252
9140

8487
9875
7983
5345
3219
3953
2202
3030
2669
6408
3114
9269

8213
10225
8137
5310
3172
4036
2118
2854
2672
6293
2875
8498

W oW oW ow W W W W W www

8487
10225
8172
5345
3219
4312
2290
3185
2723
6640
3252
9269

8082
9875
7983
5148
3157
3953
2118
2854
2669
6293
2875
8498

8260,7
10053,0
8097,3
5267,7
3182,7
4100,3
2203,3
3023,0
2688,0
6447,0
3080,3
8969,0

206,7
1751
100,6
105,1
323
1879
86,0
165,6
30,3
176,8
190,7
413,0

25
17
12
2,0
1,0
4,6
39
55
11
2,7
6,2
4,6

8213
10059
8137
5310
3172
4036
2202
3030
2672
6408
3114
9140

42710,3
30652,0
10110,3]
11046,3]
1046,3}
35324,3
7397,3]
2742170
921,0
31243,0
36382,3
170541,0]

#1
12
#3
#4
45
#6
47

30

15

75

3,75]

1,875

0,9375

0,46875
RN18
DMSO

Dox

19382
16103
14541
10391
8106
7249
6778
16313
6448
21258

18856
14139
11493
8363
7411
6350
6333
15413
6214
19401

18224
12912
11952
9469
7950
7557
6863
15901
5987
18438

18787
15250
13251
9131
7925
6655
5687
16301
5573
19582

19795
23254
12648
10978
7975
6910
7265
15958
6901
19441

38262
17414
13207
10309
8066
7011
6132
16027
7451
18432

[N = N W= W = M~ W =

38262
23254
14541
10978
8106
7557
7265
16313
7451
21258

18224
12912
11493
8363
7411
6350]
5687
15413
5573
18432

19008,8
16512,0
12848,7
97735
7905,5
6955,3
6509,7
15985,5
6429,0
19425,3

601,2
3650,2
1080,4

960,6

252,1

426,6

568,9

329,9

669,6
1034,0

19119
15677
12928
9889
7963
6961
6556
15993
6331
19421

62070120,3|
13323844 4]
11672755
922784,7
63536,3)
1820051
323599,9
108834,3
448390,8
1069117,5]

[#1
42
43
#4
45

[#7

30

15

75

3,75

1875

0,9375

0,46875
RN18
DMSO

Dox

19794
15933
13940
11661
9064
7769
7972
17538
7613
20642

19579
16849
12102
11028
8668
7409
7050
16610
7103
20330

19604
17095
11859
9445
8612
7612
7086
15259
6714
18922

19363
14890
13114
9267
9611
7673
7421
15888
6775
19639

20579
16560
12904
11322
9289
8795
7950
16738
7101
18526

22037
17207
13434
10890
9468
7905
7519
18049
6311
18449

[N IR N = - S S M M=)

22037
17207
13940
11661
9611
8795
7972
18049
7613
20642

19363
14890
11859
9267
8612
7409
7050
15259
6311
18449

19783,8
16422,3
12892,2
10602,2
9118,7
7860,5
7500,7
16680,3
6936,2
19418,0

470,1
8783
7915
1002,5
4138
486,7
401,2
1026,2
4426
933,7

2,4
53]
6,1
9,5
4,5
6,2
53]
6,2
6,4

4,8

19699
16705
13009
10959
9177
7721
7473
16674
6938

19281

1022909,9)
771334,3]
626537,0]

1005035,0]
1712479
236880,7|
160973,5

1053018,7]
195854,6
871880,4]

78



Lebenslauf

#1
#2
43
4
#5
46
#7

19559
19774
14899
12834
12327

9157

8845
15235

7224
22741

17944
16944
13441
10964
8392
7696
7926
14530
6213
21066

17265
17564
13624
11259
9021
7862
6857
15084
8781
21247

17948
15788
14538
10405
9149
7308
8312
19050
6333
17408

20526
14899
13984
11018
8420
8035
7917
16073
6681
20084

20741
17810
15436
11921
10491

8851

8236
16262

7632
22213

00D DDPDDD DD

20741
19774
15436
12834
12327

9157

8845
19050

8781
22741

17265
14899
13441
10405
8392
7308
6857
14530
6213
17408

18648,4
17129,8
14320,3
11400,2
9633,3
8151,5
8015,5
16039,0
7144,0
20793,2

1346,8
17003
7744
857,2
1524,1
709,5
661,0
1609,5
965,7
1900,1

72
9,9
5,4]
75
15,8
8,7
8,2
10,0]
13,5
9,1

18754
17254
14261
11139
9085
7949
8081
15654
6953
21157

2180851,0f
2890882,6)
599634,7|
7347446
2322809,9)
503337,14
4368875
2590505,6]
932632,8]
3610531,0)

#1
42
#3
#4
45

#7

30

15

7.5
3,75
1,875
0,9375
0,46875

15814
14118
11168
8682
7630
4468
4603
8341
3770
14608

15748
13226
10615
6877
5735
4493
3714
9116
3630
14218

14678
12586
10027
7362
5747
4275
3662
9029
3418
13649

16444
14352
10615
7216
5694
5323
4282
8534
3758
15314

15277
13045
10301
8350
5910
4757
4597
8789
4071
15428

16199
13397
10664
8031
6182
4889
4255
8367
3675

(oI e N W W= B = M - W= M =)

14528

16444
14352
11168
8682
7630
5323
4603
9116
4071

15428

14678
12586
10027
6877|
5694
4275
3662
8341
3418

13649

15693,3
13454,0
10565,0
7753,0
6149,7
4700,8
41855
8696,0
3720,3

14624,2

638,9
666,8
384,1
707,9
7472
3753
4133
333,6
2138
670,4

4,1
5,0
3,6
91
12,2]
8,0
9,9
3,8
57

46

15781
13312
10615
7697
5829
4625
4269
8662
3717

14568

408196,7|
444647 6|
147510,
501072,0}
558318,7|
140878,6)
170829,
111289,6)
45694,7
4494898

#1
12
#3
#4
[#5
16
#7

RN18
DMSO
Dox

30

15

7,5
3,75
1,875
0,9375
0,46875

15694
14111
12013
11500
9058
7231
4858
9086
4246
16532

16083
12885
12217
8593
6839
5258
4727
8685
4119
14737

15241
12728
10396
7948
6238
4760
4383
8749
3674
14575

15117
12508
10971
8061
6666
5300
4271
8837
4138
13970

15861
13457
9653
7666
6657
5119
4148
8720
3985
14030

15936
13541
10538
8776
6934
5196
4473
9721
4592
15053

R N N = S W= = B )

16083
14111
12217
11500
9058|
7231
4858
9721
4592
16532

15117,
12508
9653
7666
6238
4760
4148
8685
3674
13970

15655,3
13205,0
10964,7
8757,3
7065,3
5477,3
4476,7
8966,3
41257
14816,2

391,6
602,2
989,3
1405,7
1005,0
880,6
2710
396,9
302,0
937,9

25
4,6,
90
16,1
14,2
16,1
6,1
44
73
63

15778
13171
10755
8327|
6753]
5227|
4428
8793
4129
14656

41
#2
43
4
45
46
47

14183
12050
10180
7095
5884
4603
3518
8210
3295
14773

14871
11457
9926
6362
4959
3981
3754
7811
3279
13519

13583
12493
8752
6362
5906
4637
3469
7642
2964
13047

13706
12672
9508
6743
5817
4008
3689
7573
3407
13387

15105
12948
9718
7105
6556
3799
4568
7569
3535
13803

13443
12530
9011
6943
5803
4924
3939
8069
1892
13474

[N e e S S M W M = N =)

15105
12948
10180
7105,
6556
4924
4568
8210
3535
14773

13443
11457
8752
6362
4959
3799
3469
7569
1892
13047

141485
12358,3
9515,8
6768,3
5820,8
43253
3822,8
7812,3
3062,0
13667,2

700,2]
529,4
545,6
341,0]
508,9
453,6
402,4
2719
603,8]
593,9

13945
12512
9613
6843
5851
4306
3722
7727
3287
13497

490283,
280233,9]
297717,0)
116283,9
2589606
205785,9]
161907,8

73904,7
364527,2]
352737,0]

#1
#2
#3
#4
#5
16
#7

RN18
DMSO
Dox

30

15

75
3,75
1,875
0,9375
0,46875

11660
11977
11214
8103
6478
5480
4542
11018
4651
17180

12727
12038
10027
7485
6372
4594
4607
10190
4416
11870

11158
12134
9577
7499
6281
5280
4394
9673
4449
15969

11367
11372
10147
7254
6010
4776
4447
9658
4094
16592

11122
11519
9491
6929
5992
5087
4375
10222
4253
17093

12124
12137
10626
8354,
6182
4996
4088
10402
4186
14327

0O 000D

12727
12137,
11214
8354
6478|
5480
4607
11018
4651]
17180

11122
11372
9491
6929
5992
4594
4088
9658
4094
11870

11693,0
11862,8
10180,3
7604,0
6219,2
5035,5
4408,8
10193,8
43415

15505,2

628,4
332,1
652,8
531,9
1954
3237
180,4
506,3
203,1

2065,2

54
2,8
6,4
7,0
31
6,4
4,1
5,0]
4,7
13,3

11514
12008
10087
7492
6232]
5042]
4421
10206
4335
16281

3949009, 6|
110311,0
426179,9|
2829624

381826
104767,

325518
256355,4)

412331
4265028,6)

79



Lebenslauf

[#1
#2
[#3
44
#5
#6
[#7

12417
11926
12427
7676
6566
5694
4938
12184
5166
18076

12293
12840
9669
8022
6681
5074
4602
11034
4851
17817

11120
12254
10062
7740
5894
5009
4368
11081
5035
17586

12625
14574
10973
7927
6379
5039
4764
10284
4710
16979

11443
13279
9986
7270
5983
4880
4531
9359
4606
17281

13351
12262
9806
8299
6390
5061
4648
12854
5025
16546

200D DD

13351
14574
12427
8299
6681
5694
4938
12854
5166
18076

11120
11926
9669
7270
5894
4880
4368
9359
4606
16546

12208,2
12855,8
10487,2
7822,3
6315,5
5126,2
4641,8
11132,7
4898,8
17380,8

812,4
970,7
1054,9
349,7
3144
286,8
1957
1260,7,
2143
562,8

6,7
76
10,1
45
50
56
42
113
44
32

12355
12551
10024
7834
6385
5050
4625
11058
4938
17434

660042,6
942169,8
11128614}
1222595
98828,3
822654
38306,6)
1589364,7
45907,0)
316795,0

[#1
#2
1#3
44
#5
#6
[#7

30

15

7.5)
3,75
1,875]
0,9375
0,46875

12214
13113
12021
8208
6454
5608
4838
10081
4537
15574

14072
12305
11179
8360
6266
5370
5370
9736
4286
17205

10914
12669
10111
8531
6884
5855
4708
10842
4608
16497

12629
12288
10186
8178
6693
5807
4396
11708
4599
17421

12911
13293
11280
8727
6387
4760
5279
10868
4419
16203

13010]
14521]
12001
7850
7308|
5799
4633
10179
4872
17107]

R N N W= M o W= W = M = M=)

14072
14521]
12021
8727|
7308|
5855
5370
11708|
4872
17421

10914
12288
10111
7850
6266
4760
4396
9736
4286
15574

12625,0
13031,5
11129,7
8309,0
6665,3
5533,2
4870,7
10569,0
4553,5
16667,8

1041,2
8373
8375
304,8
385,5
4193
380,9
7135
198,2
705,7

8,2
6.4
75
37
58
76
78
68
44
42

12770
12891
11230
8284
6574
5704
4773
10511
4568
16802

1084057,
701127,
701383,9)

92930,4]
148639,9)
1758478
1450783
509076,

39280,3
498080,2

[#1 30 9999 9741 9137 9582 11158 10060 6 11158 9137 99234 758,0 7.6 9870 462750,2f
#2 15 7601 6877 7993 7111 7420 7372 6 7993 6877 7395,7 387,3 52 7396 1500343
43 75 6597 5546 5206 5788 5705 5641 6 6597 5206 5747,2 462,7 81 5673 214052,6|
#4 3,75 5137 4908 4825 4266 4646 5521 6 5521 4266 4883,8 4272 8,7 4867 182480,6
#5 1,875 5208 4347 4493 4254 4438 4872 6 5208 4254 4602,0 364,7 7.9 4466 1330084
#6 0,9375 4204 3645 4572 4338 4124 4728 6 4728 3645 4268,5 380,0 8,9 4271 144375,
#7 0,46875 4001 3945 4027 3376 4264 4224 6 4264 3376 3972,8 318,9 8,0 4014 101715,0
RN18 9578 9383 7886 9258 9188 10196 6 10196 7886 9248,2 759,5 8,2 9321 576914,6|

DMSO 3835 3649 3753 3698 3849 4359 6 4359 3649 3857,2 257,6 6,7 3794 66382,6)

Dox 15335 14107 15230 13526 14727 13874 6 15335 13526 14466,5 7443 51 14417 553984,3

41 ISW49 6326 5779 5849 3 6326 5779 5984,7 297,7 5,0 5849 88606,3
42 trans-B-Nitro 6928 7662 7491 3 7662 6928 7360,3 384,0 52 7491 1474943
43 trans-Zimtsaure 5863 4897 5554 3] 5863 4897 5438,0 4933 91 5554 243381,0f
44 Zimtalkohol 5668 5169 5830 3 5830 5169 5555,7 344,5 6,2 5668 118694,3]
45 Ethacrynsaure 6833 5834 6894 3 6894 5834 6520,3 595,2 9,1 6833 354220,3]
46 UK80-2 5886 5065 5705 3 5886 5065 5552,0 431,4 7.8 5705 186067,0f
#7 JS154 6096 5448 6138 3] 6138 5448 5894,0 386,8 6,6 6096/ 149628,0f
18 K179 5957 5115 5626 3 5957 5115 5566,0 4242 7.6 5626 179941,0f
49 CT13 9391 5376 6247 3 9391 5376 7004,7 2112,0 30,2 6247|  4460600,3]
410 CT18 6083 5981 6501 3 6501 5981 6188,3 275,5 4,5 6083 75921,3
#11 CJ89 5436 5858 5546 3] 5858 5436 5613,3 218,9 3,9 5546 479213
#12 CJ100 4992 5562 5839 3 5839 4992 5464,3 4319 7.9 5562 186506,3}
413 CJ103 5873 5885 6402 3 6402 5873 6053,3 302,0 5,0 5885 91212,3
414 CJ107 5250 5488 5924 3 5924 5250 5554,0 3418 6,2 5488 116836,0f
415 CJ116 6082 6765 8242 3] 8242 6082 7029,7 1104,1 15,7 6765 1218936,3
RN18 12605 12838 15117 3 15117 12605 13520,0 1387,9 10,3 12838| 1926379,0|

DMSO 5223 5341 7729 3 7729 5223 6097,7 1414,0 232 5341| 19994173

Dox 13908 14017 15944 3 15944 13908 14623,0 1145,3 7,8 14017| 1311751,0]

80



Lebenslauf

#1 CBA-76a 7188 7404 7695 3 7695 7188 7429,0 2544 34 7404 64731,0
#2 CBA-76b 8188 8878 9475 3 9475 8188 8847,0 644,1 73 8878| 414813,0]
#3 CBA-77b 7830 9160 9553 3 9553 7830 8847,7 903,0 10,2 9160 815346,3
#4 CBA-78 8047 7905 9083 3 9083 7905 8345,0 643,1 7,7 8047| 413524,0]
#5 CBA-79 5845 6202 6052 3 6202 5845 6033,0 179,3 3,0 6052 32133,0
#6 CBA-80 7537 7733 7509 3 7733 7509 7593,0 122,0 1,6 7537 14896,0)
#1 CBA-81 8220 8396 8468 3 8468 8220 8361,3 127,6 15 8396 16277,3
#8 CBA-82 8723 7841 8070 3 8723 7841 8211,3 457,7 5,6 8070| 209462,3
#9 CBA-83 6605 5638 6370 3 6605 5638 6204,3 504,3 81 6370 254356,3
#10 CBA-84 7722 7679 8389 3 8389 7679 7930,0 398,1 5,0 7722| 158473,0
#11 CBA-85 8719 9900 9426 3 9900 8719 9348,3 594,3 6,4 9426( 353214,3
#12 CBA-86 8656 9821 9194 3 9821 8656 9223,7 583,1 6,3 9194 339966,3
#13 CBA-87 7158 7196 6818 3 7196 6818 7057,3 208,1 2,9 7158 43321,3
#14 CBA-77a 7737 8301 8264 3 8301 7737 8100,7 3155 3,9 8264 99532,3
RN18 10051 10330 10712 3 10712 10051 10364,3 3318 3,2 10330| 1101143

DMSO 4161 4136 4211 3 4211 4136 4169,3 38,2 0,9 4161 1458,3

Dox 15552 16117 15956 3 16117 15552 15875,0 291,1 18 15956 84727,0

#1 CBA-77b 16430 16848 16931 3 16931 16430 16736,3 268,5 16 16848 72102,3
#2 CBA-76a 12042 13961 12553 3 13961 12042 12852,0 993,8 77 12553  987691,0
#3 CBA-76b 15887 15821 16142 3 16142 15821 15950,0 169,5 11 15887 28737,0
#4 CBA-78 14392 13677 14283 3 14392 13677 141173 385,2 2,7 14283  148390,3
#5 CBA-79 10692 11165 11106 3 11165 10692 10987,7 257,7 2,3 11106 66434,3
#6 CBA-80 13252 14204 13471 3 14204 13252 13642,3 498,6 3,7 13471  248592,3
#7 CBA-81 13971 14624 13446 3 14624 13446 14013,7 590,2 4,2 13971  348286,3
48 CBA-82 13531 13295 13062 3 13531 13062 13296,0 2345 18 13295 54991,0
#9 CBA-83 11404 11342 11124 3 11404 11124 11290,0 1471 13 11342 21628,0
#10 CBA-84 14911 14239 14267 3 14911 14239 14472,3 380,2 2,6 14267 144517.3
#11 CBA-85 14913 15159 14853 3 15159 14853 14975,0 162,1 11 14913 26292,0
#12 CBA-86 15315 15895 15378 3 15895 15315 15529,3 318,2 2,0 15378  101276,3
#13 CBA-87 12136 11982 11914 3 12136 11914 12010,7 1137 0,9 11982 12937,3
RN18 16405 16435 15238 3 16435 15238 16026,0 682,6 43 16405  465933,0

DMSO 6941 6825 6454 3 6941 6454 6740,0 254,4 38 6825 64711,0

Dox 21250 23224 18607 3 23224 18607 21027,0! 2316,6 11,0 21250] 5366469,0

#1 30
12 15
#3 75
44 3,75
#5 1,875
6 0,9375
#7 0,46875

RN18

DMSO

Dox

12208
12067
10594
8604
7522
6493
5999
18376
6577
16676

12224
11758
10150
7963
7033
6009
5880
13616
5758
17397

12134
12349
10254
8099
6743
6121
5685
13404
5343
15892

11563
11318
10435
8327
6155
6196
5349
13171
5349
14679

11671
11957
9951
8097
6924
5673
5490
13855
5650
16068

11156
10979
10454
8459
7085
6368
6008
13120
5104
16836

[ IR IR = = N = N = M = M = M)

12224
12349
10594
8604
7522
6493
6008
13855
6577
17397

11156
10979
9951
7963
6155
5673
5349
13120
5104
14679

11826,0
11738,0
10306,3
8258,2
6910,3
6143,3
5735,2
13433,2
5630,2
16258,0

433,9
506,4]
2343
246,2
451,3
288,2
2745
307,8
519,9
945,5

3,7
43
23
3,0
6,5

4.8
2,3
9,2
5,8

11903
11858|
10345
8213
6979
6159
5783
13404
5500
16372

188257,2]
256480,8]
54910,7|
60621,0f
203681,5]
83054,7|
75354,2
94756,7|
270319,8]
893885,2)]

[#1 15
#2 7.5
[#3 3,75
#4 1,875
[#5 0,9375
#6 0,46875
#7 0,234375

RN18

DMSO

Dox

6668
5644
4934
5392
3906
3793
4076
7245
3653
10416

6644
5223
4779
5202
3782
3718
3544
6344
3293
9917

6095
5373
4719
4988
3614
3551
3185
6428
3250
10093

6043
5189
4610
4817
3691
3512
3261
6570
3343
9813

6284
5432
4833
4806
3788
3730
3478
6633
3296
10138

6309
5695
5447
5268
3869
3689
3779
6619
3321
9869

6668
5695
5447
5392
3906
3793
4076
7245
3653
10416

6043
5189
4610
4806
3614
3512
3185
6344
3250
9813

6340,5
5426,0
4887,0
5078,8
3775,0
3665,5
3553,8
6639,8
3359,3
10041,0

265,5
209,8]
2951
2451
108,8
109,9
332,0
3175
1472
223,5

6297
5403
4806
5095
3785
3704
3511
6595
3309
10005

70465,9
44021,6f
87068,4
600546
11838,4
12079,5
110199,0f
100795,0f
21668,3
499364}
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Lebenslauf

#1
#2
43
44
#5
#6
#7

15

75

3,75
1,875
0,9375
0,46875
0,234375

8935
7243
5828
4656
4203
4088
4418
9401
3890
13123

9462
7347
5458
4401
3993
3492
3862
8974
3379
12359

9184
7460
5700
5087
3990
3517
3449
8773
3346
12905

9233
7204
5512
4732
3834
3659
4123
8776
3351
12578

10292
8175
6034
4752
4099
3893
3649
8967
3480

12949

10070
8240
6202
5115
4586
4002
4018
9392
3698

13266

2D 0D DD

10292
8240
6202]
5115
4586
4088
4418
9401
3890

13266

8935
7204
5458
4401
3834
3492
3449
8773
3346
12359

9529,3
76115
5789,0
4790,5
41175
3775,2
3919,8
9047,2
3524,0
12863,3

536,4
470,6
292,0
2713
260,5
2544
345,7
2845
2231
338,9

56
6,2
50
57
63
6,7
88
31
63
2,6

9348|
7404
5764
4742
4046
3776
3940)
8971
3430]
12927

287763,
221461,
85265,2]
735835
67854,7]
64706,2]
1194926
809174
49761,2)
114881,9

#1
#2
[#3
44
#5
#6
#7

60

30

15

75
3,75
1,875
0,9375

16118
12025
14418
22618
14345
14277
10599
17185

7100
23706

17705
17607
19984
20880
18381
11755

9712
14482

7111
22540

17743
15728
19264
19166
17615
11571

9517
14620

7002
21417

17031
19187
27013
18003
19489
11357

9558
14432

7014
21981

13559
14613
23751
18926
14068
11701

9830
15171

6899
21798

16072
15970
20463
19049
14469
12384
10309
15105

6991
22091

20D PO DD DD

17743
19187
27013
22618
19489
14277
10599
17185

7111
23706

13559
12025
14418
18003
14068
11357,

9517
14432

6899
21417

16371,3
15855,0
20815,5
197737
16394,5
12174,2

9920,8
15165,8

7019,5
222555

1559,4
2466,3
4270,3]
1677,0
2380,4
1086,0
437,5
1037,8
78,1
800,0

95|
15,6
205
85
145
89
44
638
11
36

16575
15849
20224
19108
16042
11728

9771
14863

7008
22036

2431658,7|
6082509,2]
182353947
2812481,1
5666467,1]
1179419,4}
191435,0)
1076967,0|
6104,3
639937,9

41
#2
43
4
#5
46
#7

15
75
3,75
1,875
0,9375
0,46875
0,234375
RN18

11199
9457
8118
6738
4982
5211
4460
7467
3880

12384

11778
8572
7276
6244
5155
4452
4363
6902
3573

11626

11378
8572
6130
5911
5103
4414
3284
7295
3650

11795

11372
8923
7138
5967
4979
4249
3915
6955
3764

11845

11282
9115
8052
6538
5269
4712
3460
7472
3751

12261

11197
10083
8422
6794
5740
5049
4432
7337
3866
12331

O DD DDDDD DD

11778
10083
8422
6794
5740
5211
4460
7472
3880
12384,

11197
8572
6130
5911
4979
4249
3284
6902
3573

11626

11367,7
9120,3
7522,7
6365,3
5204,7
4681,2
3985,7
7238,0
37473

12040,3

216,1
579,7
847,6
382,7
284,3
381,5
517,7
250,3
119,9
322,9

1,9]
6,4
11,3]
6,0]
5,5
8,1
13,0
3,5
3.2
2,7|

11327
9019
7664
6391
5129
4582
4139
7316
3758

12053

46682,7|
336075,9
7183499
1464519
80805,9|
1455278
268048,3]
626464}
143679
104260,7|

[#1
42
43
#4
[#5

#7

30

15

75

3,75

1,875

0,9375

0,46875
RN18
DMSO

Dox

9986
14528
13494

9864

7837

7246

5637
12854

4995
17911

12786
14740
13566
9647
7516
6262
5049
11125
4804
16847

10627
15014
12795
9498
7592
6064
5187
11358
4835
16730

11960
14078
13689
8940
7557
6163
5082
11840
4595
16747

12349
15578
13377
9621
7792
6501
5311
12076
4920
17100

11308
15924
13480
9721
8353
6782
5744
12202
4807
16457

[N IR N = = N = M = M - W2 M=)

12786
15924
13689
9864
8353
7246
5744
12854
4995
17911

9986
14078
12795

8940

7516

6064

5049
11125

4595
16457

11502,7
14977,0
13400,2
9548,5
77745
6503,0
5335,0
11909,2
4826,0
16965,3

1065,6
682,0
314,0
3216
3119
4464
292,2
621,3
1354
507,5

9,3
4.6)
2,3
3,4
4,0
6,9
5,5
5,2
2,8
3,0]

11634
14877
13487
9634
7692
6382
5249
11958
4821
16797

1135468,7]
465070,0]
985734
103415,5|
972619
1992592
85354,0f
385956,2]
18336,
257575,5]

#1
#2
1#3

45
#6
#7

60

30

15

75

3,75)

1,875]

0,9375
RN18
DMSO

Dox

15760
15110
17275
9043
8460
6468
6617
14171
5965
19835

16133
14501
14815
9382
8454
6873
6868
12496
5763
19097

19808
16988
14128
9212
7834
6595
6611
12411
5591
19829

15539
14205
19164
9360
8235
6890
6423
12544
5807
19890

15875
14623
15244
9727
8411
7280
6904
12943
6311
20591

15930
14981
14498
9751]
8970
7658
7154]
13083]
5781
18998

[ N N M - M W = M W = M)

19808
16988
19164
9751]
8970
7658|
7154
14171
6311
20591

15539
14205
14128
9043|
7834
6468|
6423
12411
5591
18998

16507,5
15068,0
15854,0
9412,5
8394,0
6960,7
6762,8
129413
5869,7
19706,7|

1628,7
996,0
1961,9
280,7
368,5
442,1
262,2
658,7
246,9
586,7

9.9
6,6
12,4
30
44
64
39
51
42|
30

15903
14802
15030
9371
8433
6882
6743
12744
5794
19832

2652772,3]
992003,2)
3848954,8|
787819
1357804
1954719
68761,4]
433920,3
60937,1
344198,7]

82



Lebenslauf

41 15
#2 75
43 3,75
#4 1,875
[#5 0,9375
46 0,46875
47 0,234375
RN18
DMSO
Dox

13095
8159
6565
6894
5424
7246
4857

12041
5702

14027

12039
7980
5709
5142
4501
5924
4293
9370
4421

12982

11762
8113
6018
5126
4763
6322
4315
9631
4588

13793

11422
8361
5920
4991
4625
5602
4204
9940
4671

13292

12924 12653 6
8597 9237 6
5950 6359 6
5343 5461 6
5042 5212 6
6385 6102 6
4540 5057 6

10095 10081 6
4502 4766 6

14070 13747 6

13095
9237
6565
6894
5424
7246
5057

12041
5702

14070

11422
7980
5709
4991
4501
5602
4204
9370
4421

12982

123158
8407,8
6086,8
5492,8
49278
6263,5
45443

10193,0
4775,0

13651,8

674,2
459,9
315,2
706,6
358,1
559,0
344,1
948,1
470,1
429,6

12346
8260
5984
5243
4903
6212
4428

10011
4630

13770

454591,0)
211476,2f

99354,2)
499243,8]
128206,2f
312483,
118439,14
898886,8]
221008,0f
184551,0)

#1 15
#2 75
#3 3,75
#4 1,875
[#5 0,9375
#6 0,46875
47 0,234375(

RN18

DMSO

Dox

12772
7247
5800
4348
4104
4164
3932
9455
4107

12624

13842
7492
5452
4466
4272
4227
3980
9513
3976

13499

14066
7652
5214
4412
3924
3882
3696
9703
3841

14167

14522
7798
5461
4590
4330
4161
4261

10373
3919

14008

14775 11558 6
7940 7932 6
5640 5614 6
4869 4628 6
4477 4364 6
4056 3935 6
4164 3855 6

10380 10700 6
3978 4233 6

14400 14302 6

14775
7940
5800
4869
4477
4227
4261

10700
4233

14400

11558
72417,
5214
4348
3924
3882)
3696)
9455,
3841

12624

13589,2
7676,8
5530,2
4552,2
4245,2
4070,8
3981,3

10020,7
4009,0

13833,3

12133
2715
2014
187,8
199,4
138,2
205,6
527,9
140,1

6718

8,9
35
3,6
4,1
4,7
3,4
5,2
53
3,5

4,9

13954
7725
5538
4528
4301
4109]
3956

10038
3977

14088

1472214,6)
73717,0
405514
35264,2)
39772,2)
19105,4]
42278,3

278673,9|
19630,8]
451373,5|

1 60
2 30
43 15
14 75
j#5 3,75
j#6 1,875
7 0,9375

RN18

DMSO

Dox

10730
10679
13661
12310
11186

8800

8228
14815

6780
18923

9643
9392
12545
11136
9710
8300
7850
14419
6160
17404

10540
10361
12615
11862
9528
8383
7326
13818
5719
17137

10261
10020
12442
11405
9647
8048
7393
13574
5922
16789

9737 9477 6|
9656 10131 6|
12302 12372 6|
11336 11551 6|
9711 9832 6|
8103 8309 6|
7262 7684 6|
14086 13864 6|
5781 5782 6|
17762 16882 6

10730
10679
13661
12310
11186

8800

8228
14815

6780
18923

9477
9392
12302
11136
9528
8048
7262
13574
5719
16789

10064,7
10039,8
12656,2
11600,0
9935,7
8323,8
76238
14096,0
6024,0
17482,8|

517,2]
466,3|
505,1
423,8]
620,5|
266,8|
372,2
452,8|
402,8|
790,0

51
4,6
4,0]
3,7
6,2
3,2
4,9]
3,2
6,7
4,5

9999
10076
12494
11478,

9711

8305

7539
13975

5852
17271

267535,5]
217480,6)
255159,0]
1796324
385000,3]

71175,0f
1385402
2049964
162214,
624047,0|

15

7.5

3,75
1,875
0,9375
0,46875|
0,234375

1
2
3
4
5
6
7

RN18
DMSO
Dox

11053
10513
8445
6958
5965
6129
5770
10519
6129
14388

11720
9460
8276
7409
5848
5487
5292

10538
4535

14345

10746
9165
7546
6609
5772
5485
5160

10179
4226

14212

12377
8214
7093
6510
6048
5049
5684
9926
4267

13062

10950 11088 6
8970 10703 6
7736 9276 6]
7603 8370 6
5964 6226 6]
5482 5819 6
5584 5547 6]

10336 10434 6
4362 4299 6

14544 13304 6

12377
10703
9276
8370
6226
6129
5770)
10538
6129
14544

10746
8214
7093
6510
5772
5049
5160
9926
4226

13062

11322,3]
9504,2
8062,0
72432
5970,5
5575,2
5506,2

10322,0]
4636,3

13975,8]

611,3
951,0
7717
699,7
158,6
365,4
2344
234,7
739,2
627,9

54
10,0
9,6]
9,7
2,7
6,6
43
2,3
15,9

4.5

11071
9313
8006
7184
5965
5486
5566

10385
4331

14279

#1 15
[#2 75
[#3 3,75
14 1,875
[#5 0,9375
#6 0,46875
#7 0,234375

RN18

DMSO

Dox

7649
6338
5241
4592
4763
4162
3769
6768
3796
11079

7639
6022
5302
4554
4482
3893
3576
6686
3417
11207

7055
6401
4957
4197
3919
3219
3474
7164
3335
11281

7253
5849
4652
4014
3939
3505
3407
6837
3069
10640

7853 8102 6]
6170 6714 6
4987 5022 6
4408 4611 6
4054 4205 6
3838 4059 6
3372 4230 6
6285 6232 6
3431 3301 6]
11275 10570 6

8102
6714
5302
4611
4763
4162
4230
7164
3796

11281

7055
5849
4652
4014
3919
3219
3372
6232
3069

10570

7591,8
6249,0
5026,8
4396,0
4227,0
3779,3
3638,0
6662,0
3391,5

11008,7

383,9]
305,0
2318
243,0
334,8
355,0
3233
352,6
237,2

321,8

5,1
4,9
4,6)
55
7.9
9,4
8,9
53
7,0

2,9

7644
6254
5005
4481
4130
3866
3525
6727
3376
11143

83



Lebenslauf

[#1
#2
[#3
44
#5
#6
[#7

8460
8732
10217
12748
10823
9841
8631
14155
6446
17879

9430
9894
10701
14277
10101
9404
7948
14032
6030
17164

9023
9850
10483
12821
10309
9577
8001
14653
6116
17746

9596
10074
11240
12237
10881

8881

7820
14410

6145
17523

9528
9833
10864
13241
10962
9727
8939
15431
6436
17325

8718|
10230
11270
13056
11266
10160

8721
14778

6598
17870

9596
10230
11270
14277
11266
10160

8939
15431

6598
17879

8460
8732
10217
12237
10101
8881
7820
14032
6030|
17164

91258
9768,8
10795,8
13063,3
10723,7
9598,3
8343,3
14576,5
6295,2
17584,5

468,1
530,5
416,8
684,9
4348
4344
4749
505,7
2217
207,4

51
54
3,9
52
41
4,5
57
3,5
3,6
17

9227|
9872
10783
12939
10852
9652]
8316
14532
6291
17635

2191098
2814394
173734,2)
469118,7|
189042,3
188739,9)
225512,3
255697,9)

51851,4]

88453, 1]

41
#2
#3
#4
45
#6
47

RN18
DMSO
Dox

15

75

3,75
1,875
0,9375
0,46875
0,234375

10051
10642
9573
7097
5974
5910
5341
8924
4553
13078

10626
9453
8005
6814
5258
5316
4978
8910
3897

12762

10509
8986
7342
5918
4952
4960
4816
8187
3789

12829

11428
8401
7683
6007
4911
4793
4531
8920
3610

12190

12334
9254
7649
6275
5546
5139
4678
9155
3942

13090

10507
9738
7846
6636
5664
5143]
4900
9579
3980

11934

[N R - W M= N = M = S - W)

12334
10642
9573
7097
5974
5910
5341
9579
4553
13090

10051
8401
7342
5918
4911
4793
4531
8187
3610

11934

10909,2
9412,3
8016,3
6457,8
5384,2
5210,2
4874,0
8945,8
3961,8

12647,2

829,2
754,9
794,1
468,0
4193
386,6
278,9
452,3
318,8
478,7

7.6
8,0]
9,9
7.2
7.8
7.4
57
5,1
8,0]
3,8

10568
9354
7765
6456
5402
5141
4858
8922
3920

12796

687568, 6|
569883,5|
630624,7|
2190462
175794,6|
149431,0]
77802,0
2045814}
101612,6|
229115,4)

41
#2
43
4
45
46
47

8366
8018
6893
4980
4504
4050
3849
9255
3615
12140

8628
7363
5750
4675
4122
3767
3345
8455
3366
12055

9125
7888
6031
4727
4027
3584
3527
8420
3359
12056

9416
7756
5771
4888
3889
3690
3555
9055
3622
12443

9816
8691
6813
4999
4546
3770
3956
9646
3702
12332

9590
8782
6614
5632
4443
4265
4020
9646
3906
12505

0 00D PDPDD DD

9816
8782
6893
5632
4546
4265
4020
9646
3906
12505

8366
7363
5750
4675
3889
3584
3345
8420
3359
12055

9156,8
8083,0
6312,0
4983,5
4255,2
3854,3
3708,7
9079,5
3595,0
12255,2

564,9]
552,4
522,9
3438
277,71
2537
270,8
5474
208,5]

198,3

6,2
6,8
83
6,9
6,5]
6,6
73
6,0]
58
1,6

9271
7953
6323
4934
4283
3769
3702
9155
3619
12236

3190794
305168,8|
273450,4)
1181779
771310
643515
73333,
29963714
434872
39319,]

[#1
42
43
#4
#5

#7

RN18
DMSO
Dox

60

30

15

75
3,75
1,875
0,9375

14939
11489
18326
11868
10110

8645

7488
14267

6313
17655

18209
11418
18447
11807
9197
8506
7420
14243
6252
18530

15300
10760
17479
11359
9509
7358
6805
13754
5865
18154

15491
10737
18095
10682
9006
7954
7167
13658
5947
17717

15472
10531
16702
11019
9165
8279
6969
14115
5817
16310

14114
10513
17451
11257
9677
8372
8005
14010
6077
17397

[N IR N = = S S W= M=)

18209
11489
18447
11868
10110

8645

8005
14267

6313
18530

14114
10513
16702
10682
9006
7358
6805
13658
5817
16310

15587,5
10908,0
17750,0
11332,0
9444,0
8185,7
7309,0
14007,8
6045,2
17627,2

13834
435,2
663,0
456,0
408,1
468,1
428,6
2533
204,8
760,2

8,9
4,0
37
4,0
43
57
59
18
34
4,3

15386
10749
17787
11308
9353
8326
7294
14063
6012
17686

1913865,
189392,0f
439551,2]
2079488
166552,8]
219146,7|
183711,6)

64155,0
41937,0f
577882,2

[#1
#2
[#3
44
#5
#6
[#7

30

15

75
3,75
1,875
0,9375
0,46875

10751
15142
10480
8535
11822
9517
5415
13209
5546
17178

10823
14374
10453
7950
6844
5970
5447
12870
5173
16911

10868
15149
9591
8257
6944
5797
5292
13932
5420
17088

9805
15718
10817

8493

6661

6038

5426
12567

5706
16449

10559
14368
11152
8737
7114
6175
5481
13445
5189
16558

9100
14514
10472

8876

7152

6289

5482
13098

5319
16054

RN N NS B = W = M = M=)

10868
15718
11152
8876
7152
6289
5482
13932
5706
17178

9100
14368
9591
7950
6661
5797
5292
12567
5173
16054

10317,7
148717,5
10494,2
84747
6943,0
6053,8
5423,8
13186,8
5392,2
16706,3

714,1
546,9
520,6
333,6
2014
189,2]

70,2]
472,2
208,6
429,8

6,9
37
5,0]
39
29
31
13
3,6
3.9
2,6

10655
14828
10476
8514
7029
6038
5437
13154
5370
16735

509957,5
299069,5
271012,6
1113035
40562,0)
35806,7|
4930,2
222976,6
43519,0
184757,9)

84



Lebenslauf

41
42
43
#4
#5
46
47

RN18
DMSO
Dox

15

7.5

3,75
1,875
0,9375]
0,46875
0,234375

12651
10328
7205
5637
5626
4682
4350
11300
4800
15082

11901
10488
7301
5399
4578
4070
4849
11048
4213
13562

11745
11027
7018
5279
6780
4523
4537
10341
4188
13613

10960
10499
7255
6089
4322
4073
3783
10162
4036
14427

10556
10285
7470
5327
4974
5021
4049
10149
4052
14759

10724
10743
6782
5591
4838
4519
4398
10480
4205
14543

[N N N W W= W= W= W =2 M =2

12651
11027
7470
6089
6780
5021
4849
11300
4800
15082

10556
10285
6782
5279
4322
4070
3783
10149
4036
13562

114228
10561,7
7171,8
5553,7
5186,3
4481,3
43277
10580,0
4249,0
14331,0

8118
279,3
2405
298,6
896,3
366,2
372,9
482,7
281,0
617,8

7.1
2,6)
34
5,4
17,3]
8,2
8,6)
4.6)
6,6)
4,3]

11353
10494
7230]
5495
4906
4521
4374
10411
4197

14485

658962,2]
77983,11
57847,8f
89132,3|

803328,7]

134118,7|

139074,3]

233006,0]
7894644

381646,0)

[#1
#2
[#3
44
#5
#6
[#7

8735
9837
13372
14986
15504
10531
8679
15376
7025
20863

10536
10765
13059
17389
18199
11850
10220
16069

7893
20713

8945
10061
12118
15225
12132
10266

8599
14562

6912
18808

9167
9279
11969
14943
12122
10249
8532
15514
6610
18524

8646
9627
11639
14802
12419
10254
8431
14922
6728
18282

7819
8682
10878
14461
11572
9862
8350
14028
6566
16695

20D PO

10536
10765
13372
17389
18199
11850
10220
16069

7893]
20863

7819
8682
10878|
14461
11572
9862
8350
14028|
6566
16695]

8974,7
9708,5
121725
15301,0
13658,0
10502,0
8801,8
15078,5
6955,7
18980,8

891,8
707,4
919,7
1053,3
2630,7
694,1
704,5
728,6
491,6
1580,8

9,9
73
7.6)
6,9
19,3]
6,6
8,0
4.8
71
83

8840
9732
12044
14965
12276
10260
8566
15149
6820
18666

795332,3
500355,1]
8458835
1109502,0]
6920577,2f
4817508
4963814}
530814,3
241693,1]
24989846

41
#2
#3
#4
45
#6
#7

10247
11165
10691
7685
6245
4927
4641
11075
4267
14577

10475
11473
9639
7352
5388
4719
4272
11681
3805
13966

9552
11266
10097

7283

5738

4440

4201
10734

4151
14229

10641
11381
9911
6908
5648
4727
4255
10665
3420
14095

10253
11185
9869
7301
5977
4585
4193
10405
3976
14419

10434
10878
10727
7911
6083
5150
4265
10993
3987
13922

N R - W W= N = M = S - M=)

10641
11473
10727
7911
6245
5150
4641
11681
4267
14577

9552
10878
9639
6908
5388
4440
4193
10405
3420
13922

10267,0
11224,7
10155,7
7406,7
5846,5
4758,0
4304,5
10925,5
3934,3
14201,3

380,2
206,5
452,9
349,3
314,1
251,3
168,2
441,2
297,8
258,5

37
18
4.5
4,7
5,4
5,3
3,9
4,0
7.6
18

10344
11226
10004
7327
5858
4723
4260
10864
3982
14162

144570,0]
42625,9|
205085,9|
1219875
986323
63152,0
28288,7|
194627,9|
88677,5)
66797,

41
#2
#3
#4
45
#6
47

RN18
DMSO
Dox

15

75

3,75
1,875
0,9375
0,46875
0,234375

8539
8093
6057
5255
4402
3705
3537
6494
3142
10493

8627
7336
5596
4668
3987
3438
3184
5739
3139
10514

8056
7606
5488
4579
3593
3175
2917
6599
3010
9216

8369
7467
5672
4487
3623
3321
3201
6094
2899
10497

8037
8019
5854
4428
3929
4183
3401
6308
3388
10508

7852
7490
6316
5168
3928
4132
3302
6461
3256
10097

N I N S W= W= M = S M=)

8627|
8093
6316
5255
4402
4183
3537
6599
3388
10514

7852
7336
5488
4428
3593
3175
2917
5739
2899
9216

8246,7
7668,5
5830,5
4764,2
3910,3
3659,0
3257,0
6282,5
3139,0
10220,8

310,2
313,0
3114
357,0
2938
4237
212,2
318,9
1732
518,4

38
4,1
53
75
75
11,6
6,5
51
55
51

8213
7548
5763
4624
3929
3572
3252
6385
3141
10495

#1
#2
43
#4
#5
46
#7

RN18

DMSO

Dox

60

30

15

75
3,75]
1,875
0,9375

13089
13485
13366
14535
11524

8455

7808
15833

7104
24200

12361
12295
12720
14380
9029
7731
7046
13240
6129
20484

13281
15529
17090
16224
11729

9364

8169
18190

7968
21021

12420
12652
13569
13866
9905
8094
7141
15622
6568
20847

13038
13408
13760
14622
10009

7732

7585
15374

6670
21762

13105
13509
14297
14663
10238

8738

7639
16446

6964
27003

000D D

13281
15529
17090
16224
11729

9364

8169
18190

7968
27003

12361
12295
12720
13866
9029
7731
7046
13240
6129
20484

12882,3
13479,7
14133,7
14715,0
10405,7

8352,3

7564,7
15784,2

6900,5
22552,8

390,1
1122,0
1537,1

794,2
1032,8

635,7

4193
1606,0

623,5
2556,5

3,0
83
10,9
5,4
9,9
7.6
55
10,2
9,0
11,3

13064
13447
13665
14579
10124

8275

7612
15728

6817
21392

152199,9
1258851,9|
2362565,1f

630772,0
10666431}

404070,7|

175775,5
2579152,2f

388779,9)
6535802,2}

85



Lebenslauf

41 15
#2 75
#3 3,75
#4 1,875
[#5 0,9375
#6 0,46875
47 0,234375

RN18

DMSO

Dox

13088 12988

9814 8653
7086 6512
5963 5162
5172 4701
5373 4845
4843 4494
9056 8116
5641 4192

12927 13698

11507
8102
5765
5253
4369
4642
4226
8073
3825

12398

11662
8304
6602
4897
4177
4765
4064
8210
4145

12575

12276
8445
6505
5255
4587
4598
4291
8215
3533

12185

11741
8928
6663
5257
4690
5026
4232
7605
3480

11457

13088
9814
7086
5963
5172
5373
4843
9056
5641

13698

11507
8102
5765
4897
4177
4598
4064
7605
3480

11457

12210,3
8707,7
6522,2
5297,8
4616,0
4874,8]
4358,3
8212,5
4136,0

12540,0

692,1
612,3
4284
354,1
339,5
288,0
274,9
471,0
7948
749,8

57|
7,0
6,6
6,7
74
59
6,3
57
19,2]
6,0

12009
8549
6557
5254
4639
4805
4262
8163
3985

12487

478999,5i
374856,3]
183563,0
125415,4)
115281,6

82964,6

75589,1]
221866,7|
631781,6]
562207,2]

1 15
12 75
43 3,75
4 1,875
|45 0,9375
j#6 0,46875
47 0,234375

RN18

DMSO

Dox

13955 14199
12041 10916
8149 7149
6785 5212
6028 5553
5714 4923
5142 4719
13255 10728
5247 4482
15309 14098

13591
10671
7018
5715
4985
4985
4575
11110
4752
15286

11754
11253
6864
5522
4680
4543
5240
10566
4807
14374

12776
10738
7696
5616
4919
4731
4476
10776
4391
14555

12658
10397
6960
5984
4687|
4945
4800
10728
4330
14380

0O PDDDD DD DD

14199
12041
8149
6785
6028
5714
5240
13255
5247
15309

11754
10397
6864
5212
4680
4543
4476
10566
4330
14098

13155,5
11002,7
7306,0
5805,7
5142,0
4973,5
4825,3
11193,8
4668,2
14667,0

924,5
582,3
507,0]
541,8
538,3]
399,0
306,2
1025,5
342,7
509,9

7,0
5,3
6,9
9,3
10,5
8,0
6,3
9,2
7.3
3.5)

13184
10827
7084
5666
4952]
4934
4760
10752
4617
14468

854696,3]
339039,5)
257084 4]
293599,5)
289752,8]
159194,3]
93775,1f
10516394
117437 4
259969,6]

#1 60
#2 30]
43 15
#4 75
[#5 3,75
#6 1,875
#7 0,9375

RN18

DMSO

Dox

15315 14483
13963 14666
18451 18158
11550 11191

9232 9083
11573 7843

7611 6962
16592 15916

7348 6469
23374 22479

14515
14816
19000
10884
8955
7455
6967
14938
6365
22294

14642
14407
18222
10462
8895
7100
6754
14202
6021
21708

15351
15805
18713
11340
9501
7100
6884
14781
6308
22143

15187
15113
18317
11779
9722]
7946
7377
15419
6691]
22981

R N N W= M - W= W = M = M=)

15351
15805
19000
11779

9722
11573

7611
16592

7348
23374

14483
13963
18158
10462
8895
7100
6754
14202
6021
21708

149155
14795,0
18476,8
11201,0
92313
8169,5
7092,5
15308,0
6533,7
22496,5

4112
629,5
323,2
4737
324,0
1705,2
328,8
856,6
454,8
598,8

28
4,3
17
4,2
35
20,9]
4.6)
56
7,0
2,7

14915
14741
18384
11266
9158
7649
6965
15179
6417
22387

169046,3]
396214.8
104457 4]
224383,2)
1049915
29077075
1081235
733701,2)
206855,
358550,7]

#1 15
#2 75
#3 3,75
#4 1,875
#5 0,9375
#6 0,46875
#7 0,234375

RN18

DMSO

Dox

12357
8895
6824
6348
5395
4952
4804

10895
4771

13501

10515
8607
6778
5563
5021
4963
4672
8850
4287

13481

9339
8621
6562
5825
4861
4467
4641
8786
4789
12786

10863
8941
7187
6190
5512
5023
4715
9693
4450

14580

9291
9183
7785
6438
5523
5312
5014
9959
4064
11988

I A I I S I S I S S I %))

12357
9183
7785
6438
5523
5312
5014

10895
4789

14580

9291
8607
6562
5563
4861
4467
4641
8786
4064
11988

10473,0
8849,4
7027,2
6072,8
5262,4
49434
4769,2
9636,6
4472,2

13267,2

1263,6
2412
479,5
368,8
303,0
304,0
150,0
870,8
312,7
960,7

121
2,7
6,8
6,1
58
6,1
31
9,0
7,0
7,2

10515
8895
6824
6190
5395
4963
4715
9693
4450

13481

1596600,0
58170,8
229899,7
136035,7|
91797,8
92404,3
22489,7
758238,3
97765,7
922930,7

#1 15
#2 75
#3 3,75
#4 1,875
[#5 0,9375
#6 0,46875
[#7 0,234375

RN18

DMSO

Dox

7566
7823
5304
4348
3979
3591
3796
9620
3644
13016 1

7405
8024
5027
4658
3764
3550
3324
8729
3540
2713

8053
7689
5007
4898
3675
3513
3532
8827
3639
13242

7689
8090
5067
4251
3811
3596
3733
8701
3657
13351

7552
7611
5165
4297
3959
3929
3738
8849
3994
13425

7553
8344
5441
4468
4334
3711
3615
9711
3789
13744

8053
8344
5441
4898
4334
3929
3796
9711
3994
13744

7405
7611
5007
4251
3675
3513
3324
8701
3540
12713

7636,3
7930,2
5168,5
4486,7
3920,3
3648,3
3623,0
9072,8
3710,5
13248,5

2231
274,6
172,6
248,9
2335
152,8
1749
463,4
160,0
354,4

2,9
35
33
55
6,0
4,2
4,8
51
43
2,7

7560
7924
5116
4408
3885
3594
3674
8838
3651
13297

49780,7|
75424.6)
29807,1]
61927,9)
54527,9)
233423
30600,0]
214733,0}
256003
125607,5|

86



Lebenslauf

#1
#2
1#3

45
#6
#7

RN18
DMSO
Dox

60

30

15

75
3,75)
1,875]
0,9375

15180
14463
18132
12521
10141

8610

7516
13063

5932
19063

14731
13491
17570
12240
9552
7991
6765
12882
5796
18712

14824
14134
16098
12395
9873
8101
7208
12971
5681
19277

14716
14138
17096
13618
9519
7692
6883
12515
5591
19029

14920
14112
17811
13024
11275

9457

8266
15263

6953
22680

14471
14261
17840
13819
13531
10751

9315
17372

7481
23169

00D DD DD

15180
14463
18132
13819
13531
10751

9315
17372

7481
23169

14471
13491
16098
12240
9519
7692
6765
12515
5591
18712

14807,0
14099,8
174245
12936,2
10648,5

8767,0

7658,8
14011,0

6239,0
20321,7

236,3]
326,0)
736,4]
663,6]
1551,7
1152,2
973,2]
1916,1
784,1]
2030,1

16
2,3
4,2
5,1
14,6
13,1
12,7
13,7
12,6
10,0

14778
14136
17691
12773
10007

8356

7362
13017,

5864
19170

55828,0)
106263,0)
542252,7
4403758

2407669,5|
13276724
947209,4
3671357,2f
614825,2)
4121325,9]

#1
42
43
#4
#5

[#7

RN18
DMSO
Dox

30

15

7.5
3,75
1,875
0,9375
0,46875|

12161
14119
14203
11106
8899
7138
6302
12611
5703
17823

12379
14031
14098
10367
8441
6886
5842
12452
5124
16390

12689
11650
14543
9689
7592
6393
5720
11156
5447
15747

11155
13359
13444
10112
6963
6787
6121
8533
5106
15876

11901
13655
14636
10150
8237
6715
5779
8064
5311
16693

11665
13128
13612
9194
7117
7106
5638
8165
5304
16849

OO W UMD DD

12689
14119
14636
11106
8441
7106
6302
12611
5703
17823

11155
11650
13444
9194
6963
6393
5638
11156
5106
15747

11991,7
13323,7
14089,3
10103,0
7670,0
6777,4
5900,3
12073,0
5332,5
16563,0

544,0
903,7
482,1
644,3
657,2
260,5
256,7
798,1
222,0
7555

45
68
34
64
8,6
38
44
6.6
42
46

12031
13507
14151
10131
7915
6787
5811
12452
5308
16542

2959835
816670,3]
232391,14
415134 4
431918,0)

67880,3

65898,7]
636987,0f

49285,9
570810,0)

41
#2
#3
#4
45
#6
#7

RN18
DMSO
Dox

15

75

3,75
1,875
0,9375
0,46875
0,234375

8975
7636
6444
5417
4718
4435
4141
7807
4107
11182

8852
7130
6429
5036
4237
4313
3758
7195
3756
10504

8356
6995
6008
5371
4384
4430
3682
7359
4019
10993

8348
7025
5910
5134
4263
3745
3676
6714
3768
10986

9061
7864
6731
5724
4918
4482
4016
7362
4123
11474

9010
8252
6640
5674
5364
4587
4312
7670
4386
12017

N R - W W= N = M = S - M=)

9061
8252
6731
5724
5364
4587
4312
7807
4386
12017

8348
6995
5910
5036
4237
3745
3676
6714
3756
10504

8767,0
7483,7
6360,3
5392,7
46473
4332,0
3930,8
7351,2
4026,5
11192,7

328,8)
516,2)
332,9)
2772
442,1]
300,9)
265,9)
384,7)
238,8
513,0)

3.8
6,9
5,2
5,1
9,5
6,9
6,8
5,2
5,9
4,6]

8914
7383
6437
5394
4551
4433
3887
7361
4063
11088

108091,2|
266489,1f
110852,3]
76822,3)
195459, 11
90533,6)
70688,2)
147997 44
57016,3
263125,5|

#1
#2
43
#4
#5
46
#7

RN18
DMSO
Dox

60

30

15

75
3,75
1,875
0,9375

16235
12037
14106

9892
10634
10797

7523
15902

6864
21390

15131
12069
12040
9051
8207
7271
7000
15059
6352
21400

19819
15118
12928
9493
6827
7742
7205
15367
977
22205

14558
10111
11699
9254
9592
7398
8654
15034
6550
20922

14388
10871
11083
8671
7652
7089
7003
15153
6347
21412

15271
11227
11504
9556
8962
8015
7414
16042
6793
22375

00D DD DD

19819
15118
14106

9892
10634
10797,

8654
16042

7977
22375

14388
10111
11083
8671]
6827|
7089
7000
15034
6347|
20922

15900,3
11905,5
12226,7
9319,5
8645,7
8052,0
7466,5
15426,2
6813,8
21617,3

2027,1
1738,7
1110,6
426,8
13738
1385,5
619,2
441,0
609,4
555,7

12,7]
14,6
91
4,6)
15,9]
17,2]
83
2,9
8,9
2,6

15201
11632
11870
9374
8585
7570
7310
15260
6672
21406

4108979,1]
3022992,7|
1233451,9
182145,1]
1887286,7
1919508,0|
383388,3
194479,0
371347,8
308795,1

[#1
42
43
#4
#5

[#7

RN18
DMSO
Dox

15

7.5

3,75
1,875
0,9375
0,46875
0,234375

10086
9112
6977
5958
5724
5570
5660

11875
5370

14985

10234
7393
6399
5437
5312
5002
5439

11896
4739

14443

9577
7685
6155
5266
5480
4939
4694
11548
4759
14273

9509
7130
5975
5326
5905
4817
4804
11890
4731
13988

9530
7662
6226
5548
5295
5014
5030
10924
4823
13802

10667
7412
5907
5574
5965
5138
4891

11631
4927

14726

[N IR = = - M - W W2 M=)

10667
9112
6977
5958
5965
5570
5660

11896
5370

14985

9509
7130
5907
5266
5295
4817
4694
10924
4731
13802

9933,8
7732,3
6273,2
5518,2
5613,5
5080,0
5086,3
116273
4891,5
14369,5

473,6
705,9
387,4
246,8
293,6
261,9
3817
375,1
245,6
444,6

4,8
91
6,2
4.5
52
52
75
3,2
50

9832
7537
6191
5493
5602
5008
4961
11753
4791
14358

2243366
498246,7|
150077,0
60913,0
86180,3
68590,8
145686,7
140699,9
60297,5
1976491

87



Lebenslauf

41
#2
43
4
45
46
#7

10494
7735
6518
5806
6268
6079
6023

12722
5537

16784

10263
7140
5962
5645
5768
5772
5025

12144
4808

14987

9489
7329
6192
5268
5238
5282
4903
11762
5337
14639

9675
6795
6068
5402
5563
5023
4961
12308
4908
14354

9964 9686 6
7340 7154 6
6015 6140 6
5251 5422 6
6054 5330 6
5130 5403 6
4888 5141 6
11674 12844 6
5008 5086 6
15168 14406 6

9489
6795
5962
5251
5238
5023
4888
11674
4808
14354

9928,5
7248,8
6149,2
5465,7
5703,5
5448,2
5156,8
122423
5114,0
15056,3

3871
309,2
198,8
218,7
405,4
403,6
434,3
481,6
2745
904,7

39
4,3
3.2
4,0
71
7.4
8,4
3,9
54
6,0]

9825
7242
6104
5412
5666
5343
4993
12226
5047
14813

#1
42
#3
#4
45

#7

15

75

3,75

1,875

0,9375|

0,46875

0,234375
RN18
DMSO

Dox

17363
13109
14350
9641
7079
72711
6600
13402
5178
18293

17707
11739
9143
8148
6693
6582
5770
11680
4814
16805

16940
12998
10127
8652
6544
6145
5163
11363
5239
18453

12887
14285
9597
8690
7123
5596
5177
11159
4764
18533

17223 21555 6
13996 13880 6
10431 9827 6
8889 8948 6
7442 8015 6
5589 5588 6
5313 5515 6
11426 11543 6
4977 5261 6
19680 18223 6

21555
14285
14350
9641
8015
7271
6600
13402
5261
19680

12887
11739
9143]
8148
6544
5588
5163
11159
4764
16805

17279,2
13334,5
10579,2
8828,0
7149,3
6128,5
5589,7
11762,2
5038,8
18331,2

2752,5
932,6
1899,4
488,2
532,0
689,6
545,5
822,2
218,5
918,4

15,9
7,0
18,0
55
7.4
11,3]
9,8
7,0
43
5,0

17293
13495
9977|
8790
7101
5871
5414
11485
5078
18373

7576427 4
869661,1f
3607714,6)
238302,0}
283068,3|
475599,5)
297550,3]
6759982

47739,8
843454, 6|

[#1
42
43
#4
[#5

#7

30

15

7.5

3,75

1,875

0,9375

0,46875|
RN18
DMSO

Dox

11006
18121
15132
11415
9239
7327
5898
11898
4842
16434

11090
16662
13439
10501
8835
7103
5577
12441
4636
16241

10448
15986
14060
10745
8869
6746
5368
11769
4499
15423

10870
15844
13216
10777
8314
6509
5206
10977
4570
15723

10083 9592 6
16002 16779 6
14679 14166 6
10778 11546 6
9868 9092 6|
6602 6896 6
5200 5714 6
11684 12038 6
3318 4371 6
15925 14982 6

11090
18121
15132
11546
9868
7327
5898
12441
4842
16434

9592
15844
13216
10501

8314

6509

5200
10977

3318
14982

10514,8
16565,7
141153
10960,3
9036,2
6863,8
5493,8
11801,2
4372,7
15788,0

590,0
854,2
7243
418,1
515,0]
310,2
284,2
483,5
539,8
534,5

56
52
51
3,8
57|
4.5
52
4,1
12,3]
34

10659
16332
14113
10778
8981
6821
5473
11834
4535
15824

348154,6)
7296779
5246379
174787,9|
265228,6)
962214
80752,2|
233773 4]
291368,7]
285676,0)

41
#2
43
4
45
46
47

15]
7.5
3,75
1,875
0,9375
0,46875|
0,234375
RN18

16566
12420
9642
7658
6635
5600
5266
10135
4669
13648

14960
13210
9305
7179
6202
5289
4601
9544
4364
13565

14787
12463
9151
7653
5776
5385
4836
9661
4124
13274

14653
13797
8472
6708
6159
5317
4515
9499
4041
12805

15151 13552 6
14161 12687 6
10198 9407 6
7858 7749 6
6239 6093 6
5444 5099 6
5294 5041 6
10256 9669 6
4313 3864 6
12786 11594 6

16566
14161
10198
7858
6635
5600
5294
10256
4669
13648

13552]
12420
8472
6708
5776
5099
4515
9499
3864
11594

149448
13123,0
9362,5
7467,5
6184,0
5355,7
49255
9794,0
4229,2
129453

9717
7293
569,1
438,7
276,4
1674
330,7
320,2
2823
755,9

6,5
56
6,1
59
4,5
31
6,7
33
6,7
5,8

14874
12949
9356
7656
6181
5351
4939
9665
4219
13040

944195,8]
531838,8]
323837,9]
192501,1

76424,0

28035,9
109378,7
102512,8

79695,0
571386,3]

#2
#3
#4
#5
16
#7

15

7.5)

3,75

1,875

0,9375

0,46875

0,234375
RN18
DMSO

Dox

10168
7860
7099
5392
4656
4209
3852
6529
3491

11347

10583
7671
6148
4635
4530
3818
3686
7247
3512

11172

10265
7339
6018
5019
4460
4111
3444
7302
3431

11605

10249
7429
6548
4969
4159
4047
3472
6478
3420

11011

10702
8075
6767
5368
4702
3955
3666
6867
3947

11587

6
8402 6
7030 6
5356 6
4385 6
3864 6
3963 6
6926 6
3584 6
11727 6

10702
8402
7099
5392
4702
4209
3963
7302
3947

11727

10168
7339
6018
4635
4159
3818
3444
6478
3420

11011

10426,7
7796,0
6601,7
5123,2
4482,0
4000,7
3680,5
6891,5
3564,2

11408,2

224,7
402,1
448,9
303,1
197,6
149,6
2044
346,1
196,7
279,2

2,2
52
68
59
44
37
56
50
55
2,4

10424
7766
6658
5188
4495
4001
3676
6897
3502

11467

50505,1
161667,2)
201501,
91870,2]
39040,4
22370,7]
41772,7
119813,9)
387094
77927 4
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Lebenslauf

#1 15( 16521 16368 14576 14933 15069 15299 6| 16521 14576( 15461,0 798,5 52| 15184| 637633,2
#2 7,5 10537 9970 9983 10158 10243 11431 6 11431 9970| 10387,0 551,9 53| 10201 3045436
#3 3,75 7791 7285 7101 6788 8080 7732 6 8080 6788| 74628 485,6 6,5 7509| 2357974
#4 1,875 5854 5548 5468 5223 5889 5838 6 5889 5223| 5636,7 267,9 4.8 5693 71774,3]
#5 0,9375 4547 4165 3789 3920 4214 4402 6 4547 3789| 4172,8 284,8 6,8 4190, 81105,4f
146 0,46875 4047 3725 3603 3501 3862 3972 6 4047 3501| 37850 213,0 5,6 3794 45384 4]
#7 0,234375 3959 3359 3843 3333 3485 3739 6 3959 3333| 3619,7 263,6 73 3612 69505,1f
RN18 9416 8834 8396 8286 8846 8999 6 9416 8286| 8796,2 4122 4,7 8840|  169930,6]

DMSO 3694 3616 3315 3375 3520 3728 6 3728 3315 35413 169,2 4,8 3568 28615,14

Dox 12143 12526 10986 11896 12830 12392 6| 12830| 10986/ 121288 644,8 53| 12268 4158226

#1 QD6-2 6542 5939 5999 3 6542 5939 6160,0 332,2 54 5999( 110343,0
#2 QD5-1 4352 4073 4597 3 4597 4073 4340,7 262,2 6,0 4352 68740,3
#3 QD5-5 15303 13112 14573 3 15303 13112 14329,3 1115,6 7.8 14573] 1244650,3
#4 Q9 12355 10934 11000 3 12355 10934 11429,7 802,0 7,0 11000 643270,3
#5 QV2 17754 16958 15522 3 17754 15522 16744,7 1131,2 6,8 16958| 1279589,3
#6 MMd1l 11420 10298 11032 3 11420 10298 10916,7 569,8 52 11032| 324697,3
#7 TGOLO1 14670 12823 13415 3 14670 12823 13636,0 943,1 6,9 13415] 889483,0
#8 TGOLO3 9919 10075 9767 3 10075 9767 9920,3 154,0 1,6 9919 23717,3
#9 JS08 8811 8598 8799 3 8811 8598 8736,0 119,7 14 8799 14319,0
#10 JS91 29139 26801 27784 3 29139 26801 27908,0 1173,9 4,2 27784| 1378093,0
#11 JS219 11627 12883 12912 3 12912 11627 12474,0 7337 59 12883 538267,0
#12 TGBHS 11886 12448 11789 3 12448 11789 12041,0 355,8 3,0 11886 126589,0
#13 EHW141 13879 14062 13515 3 14062 13515 13818,7 278,4 2,0 13879 77532,3
#14 EHW?216 25574 26671 27459 3 27459 25574 26568,0 946,7 3,6 26671 896263,0
#15 EHW229 9488 9593 9628 3 9628 9488 9569,7 72,9 08 9593 5308,3
#16 EHWA412 11415 11204 12012 3 12012 11204 11543,7 419,1 3,6 11415 175632,3
#17 TG4V 11564 11124 11275 3 11564 11124 11321,0 223,6 2,0 11275 49987,0
RN18 26238 25757 25257 3 26238 25257 25750,7 490,5 19 25757 240620,3

DMSO 10954 10996 10650 3 10996 10650 10866,7 188,8 17 10954 35649,3

Dox 27727 28999 27481 3 28999 27481 28069,0 814,7 2,9 27727| 663804,0

11 30 24497 25855 24454 16385 24257 22897 6 25855 16385 230575 3401,0 148 24356 11567039,
12 15 20911 21174 20845 21138 20473 20486 6 21174 20473 20837,8 305,1 15 20878 93080,
43 75 20775 15352 15902 15925 15335 15322 6 20775 15322 164352 21448 131 15627 4600289,4]
4 3,75 13808 12553 12154 11957 11334 12274 6 13808 11334 12346,7 8244 6,7 12214 679560,7]
j#5 1,875 15306 14686 11439 12036 12202 12726 6 15306 11439 130658 1562,8 12,0 12464 24424250
j#6 0,9375 11792 10918 10782 10219 10302 10345 6 11792 10219 10726,3 593,0 55 10564 351668,3]
j#7 0,46875 11122 9139 9352 9153 10397 10386 6 11122 9139 99248 8259 83 9869 6820446}
18 0,234375 10099 9049 8653 9138 9538 9161 6 10099 8653 9273,0 4935 53 9150 243569,2]
DMSO 9791 9957 9636 9753 9711 9279 6 9957 9279 9687,8 227,0 2,3 9732 51541,8
Dox 23244 22176 20198 20974 22517 22095 6 23244 20198  21867,3 1099,9 5,0 22136 1209820,7)

[#1
42
43
#4
[#5

[#7

30

15

75

3,75

1,875

0,9375

0,46875
RN18
DMSO

Dox

14593
11380
9482
5576
5106
4354
4453
8525
3982
12739

13061
9971
6800
5026
4209
3996
3840
8560
3673

11957

13489
10529
6819
5098
4183
3817
3619
8009
3548
11763

12836
10087
6830
4790
4156
3801
3544
7909
3559
11837

13427
9865
6645
4266
4021
3703
3577
7877
3486

12048

13231
10368
6801
4768
4338
4017
3846
8056
3576
12117

14593
11380
9482
5576
5106
4354
4453
8560
3982
12739

12836
9865
6645
4266
4021
3703
3544
7877
3486

11763

613,9
554,9
1105,6
433,8
390,9]
232,7
339,7
306,5
179,4
349,7

4,6
54
153

8,9

13329
10228
6810
4908
4196
3907
3730
8033
3568
12003

376823,1
307926,7]
12223179
188194,7|
152813, 1f

54139,2)
115422,2)

93967,2)

32169,5)
1222562
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Lebenslauf

41
#2
#3
#4
45
#6
47

30
15
75
3,75
1,875
0,9375]
0,46875
RN18
DMSO
Dox

14447
11256
7783
5691
4986
4800
4590
9595
4403
16467

12527
9074
5874
4671
3686
3816
3667
9190
3800

14455

13550
9677
6702
4678
3729
3786
3507
8573
3551

13115

12648
9971
6199
4629
3936
3756
3550
8212
3358

13098

12649
9807
6436
5359
3887
3646
3428
8134
3622

13856

12144
9730
6286
4766
3946
3876
3749
8670
3548

13550

N e - W W= M= M = - M=)

14447
11256
7783
5691
4986
4800
4590
9595
4403
16467

12144
9074
5874
4629
3686
3646
3428
8134
3358

13098

12994,2
9919,2
6546,7
4965,7
4028,3
3946,7
3748,5
8729,0
3713,7

14090,2

848,5
722,7
664,3
448,0
4815
4249
4278
567,7
366,5
1270,0

6,5
73
10,1
9,0]
12,0
10,8
11,4
6,5
9,9
9,0]

12649 719935,0|
9769 52222544
6361 441239,1
4722 200722,3]
3912 2318395
3801 180562,7|
3609 183041,9|
8622 322321,6|
3587 134288,3|

13703]  1612879,8]

1jcBA-44
2|cBA-35
3|CBA-T7A
4{cBA-28
5|CBE-01-26
6]MH2328
7IMHR14
8|MRO14
9IMHR11
10MH256E
11§7s-205
12]Ts-208
13]Ts-207
14]T15-200
15Ts-201
16]Ts-202
17)7s-203
RN18
DMSO
Dox

16528
27834
28399
24773
17151
21900
13884
14506
24060
11439
15760
20674
17400
19551
17660
15742
19418
29129
15527
36346

16012
24876
28178
23200
16550
20922
16639
14956
17582
14596
16434
20251
18354
17576
16090
17644
18369
35697
15159
33551

19226
22347
25450
19181
16678
16995
17734
17775
38409
16341
12850
17741
14935
22422
13180
13259
14859
23846
13992
28727

W W W W W W W W W W W Wwwwwwww w w

19226
27834
28399
24773
17151
21900
17734
17775
38409
16341
16434
20674
18354
22422
17660
17644
19418
35697
15527
36346

16012
22347
25450
19181
16550
16995
13884
14506
17582
11439
12850
17741
14935
17576
13180
13259
14859
23846
13992
28727

17255,3
25019,0
273423
22384,7
16793,0
19939,0
16085,7
15745,7
26683,7
14125,3
15014,7
19555,3
16896,3
19849,7
15643,3
15548,3
17548,7
29557,3
14892,7
32874,7

1726,0
2746,3
1642,5
2883,8
316,6
2596,0
1983,7
17718
10658,5
2484,7
1904,7
1585,4
1764,3
2436,8
2273,2
2198,9
2387,6
5937,1
801,4
3854,3

10,0
11,0

6,0
12,9

19
13,0
12,3
11,3
39,9
17,6
12,7

81
10,4
12,3
145
14,1
13,6
20,1

54
11,7

16528| 2979209,3
24876 7542129,0
28178 2697904,3
23200 8316192,3
16678 100219,0]
20922|  6739473,0
16639 3935258,3
14956 3139270,3
24060( 113603702,3
14596 6173546,3
15760 3627905,3
20251| 2513586,3
17400 3112650,3
195511 5937830,3
16090 5167233,3
15742| 4835186,3
18369 5700830,3
29129| 35249152,3
15159 642256,3
33551| 14855360,3

#1
#2
#3
#4
#5
#6
#1

30 4764 5283

15 6686 6412

7,5 6249 6664

3,75 6236 5647

18 7027 5130

0,93 4441 4879

0,46 4806 4626

RN18 11138 10740
DMSO 5070 4724
Dox 21379 18810

4346
6157
6114
5006
5215
4557
4719
10465
4991
19430

5213
4631
5907
5979
4971
4556
4654
10222
4960
18330

6688 5167 6
5910 5736 6
5100 5281 6
4632 5477 6
5169 6485 6
4373 4494 6
4488 4851 6
11252 10651 6
4699 4617 6
17955 18852 6

6688
6686
6664
6236
7027
4879
4851
11252
5070
21379

4346
4631
5100
4632
4971
4373
4488
10222
4617
17955

52435 7912
5922,01 7184
5885,8| 5955
5496,2 598,4
5666,2 865,3
4550,0 1759
4690,7 1315
10744,7]  393,0
48435 186,1
19126,0| 12123

151
12,1
10,1
10,9
153
3,9
2,8
3,7
3,8
6,3

5190| 626069,9|
6034 5160884
6011) 354659,8|
5562| 3581294
5192| 7487626
4525 30934,4
4687 17282,3
10696 1544575
4842 34618,7
18831[ 1469642,8]

[#1
#2
#3
4
45
46
|47

30

7.5

3,75
1,875
0,9375
0,46875|
0,234375

RN18

6485
5733
6245
5043
4457
4736
4571
10419
4120
17003

6551
5744
5912
4936
4539
4487
4605
10735
4093
18681

7094
6290
5631
4802
4802
4311
4174
10083
3803
19163

6369
6317
5510
5038
4609
4570
4481
9714
4134
19603

8574
7375
6302
5133
4607
4064
5018
9714
5547
19150

8707
6911
6447
5455
4755
4679
5048
9845
6001
18745

(IR R e - S W W M = M=)

8707
7375
6447
5455
4802
4736
5048
10735
6001
19603

6369)
5733
5510)
4802
4457
4064
4174
9714
3803

17003

7296,7
6395,0
6007,8
5067,8
4628,2
44745
4649,5
10085,0
4616,3
18724,2

1071,2
649,0
3833
220,8
129,9
250,9
3338
416,4
916,3
906,7

14,7
10,4
6.4
44
28
56
7.2
41
198
48

6823 1147416,3]
6304 421162,0]
6079 146935,0|
5041] 48739,8|
4608 16873,
4529 629443
4588 111445,9]
9964 1733884}
4127 839564,7]
18948 822193,8]
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Lebenslauf

#1 30( 10684 8628 5987 5895 9019 11874 6| 11874 5895| 86812 2422,6 27,9 8824| 5868748,6
#2 15 8081 7685 6465 7452 11690 9681 6 11690 6465 8509,0( 1878,8 22,1 7883 3529938,0
#3 75 8635 6232 4521 6205 6342 7004 6 8635 4521 6489,8( 13351 20,6 6287 1782375,0
#4 3,75 9598 6693 6597 6566 5654 6458 6 9598 5654 6927,7( 13615 19,7 6582 1853741,1
#5 1,875 9006 6924 6168 5606 5334 6734 6 9006 5334 6628,7( 1317,9 19,9 6451 1736850,7
#6 0,9375 6929 5968 5974 6929 6861 7547 6 7547 5968 6701,3 618,2 9,2 6895 382220,3
#7 0,46875| 10971 7863 6817 6135 4665 6853 6] 10971 4665| 72173 2120,6 29,4 6835| 44971511
RN18 15063 12368 12623 13313 13441 14175 6| 15063| 12368| 134972 998,8 74| 13377 997509,8

DMSO 6653 5990 5565 5973 6030 5692 6 6653 5565 5983,8 377,0 6,3 5982 142131,8

Dox 21644 20730 20458 20475 21494 20202 6| 21644 20202| 208338 595,3 2,9] 20603 354439,4

1 60| 2538 3018 2459 3023 2837 1998 6 3023 1998 26455 395,9] 15,0 2688 156705,9)
j#2 30| 11154 12816 9869 12358 11083 12551 6 12816 9869 116385 1132,4] 9,7 11756|  1282258,7]
3 15 9854 9078 8475 8225 8769 9187] ) 9854 8225 89313 578,2f 6,5 8924 334337,9]
4 7.5 7005 6137 6429 5968 6008 6690] 6 7005 5968 6372,8, 4138 6,5 6283 171199,0]
3,75 6038 5140 5202 5115 5230 5515 ) 6038 5115 5373,3 355,8 6,6 5216 126586,3]

#6 1,875 5772 4971 4782 5043 5461 5203 6 5772 4782 5205,3, 359,7| 6,9 5123 1293915
7 0,9375] 5441 4801 4703 4680 5063 4028 6 54411 4028 4786,0 4688 9,8 4752, 2197336
RN18 11981 10525 10615 10721 11689 11252 6 11981 10525 11130,5 608,3| 5,5 10987| 370019,1f

DMSO 5206 4717 4526 4723 4698 4740] ) 5206 4526 47683, 2283 4,8 4720 521435

Dox 12391 12723 12847 11300 11693 12282 6 12847 11300] 12206,0 600,4] 4.9 12337 360435,2]
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Lebenslauf

#1 30| 16415 18528 20767 20321 17686 17255 6 20767| 16415 184953| 1733,0 9,4 18107| 3003165,9
#2 15| 12930 13624 12198 13865 12969 12513 6| 13865 12198 13016,5| 636,0 49| 12950 404440,3
#3 75 8955 8420 8640 8423 8579 8377 6 8955 8377| 8565,7 216,5 25 8501 46890,3
#4 3,75 7353 7282 7043 7081 7166 6903 6 7353 6903 71380 1645 23 7124 27048,8]
#5 1,875 6990 6669 6727 6696 6783 6818 6 6990 6669 67805 1164 17 6755 13547,5)
#6 0,9375 6947 6649 6523 6628 6660 6321 6 6947 6321| 6621,3| 204,1 31 6639 41646,7
#7 0,46875 7609 6204 6457 6352 6211 6142 6 7609 6142 64958| 557,3 8,6 6282 310566,2
DMSO 7159 6494 6259 6430 6373 6401 6 7159 6259 65193 3228 50 6416] 104197,1

Dox 21348 20510 21316 21006 21079 20679 6| 21348 20510| 20989,7 337,6 1,6 21043] 1139475

#1 MTO06 7377 7854 7794 3 7854 7377 7675,0 259,8 34 7794]  67503,0
#2 MS091 6962 6828 6808 3 6962 6808 6866,0 83,7 12 6828 7012,0
#3 MS095 7091 7022 6075 3 7091 6075 6729,3 567,7 8,4 7022 322304,3
#4 MS097 8055 7627 7857 3 8055 7627 7846,3 2142 2,7 7857  45881,3
#5 MS101 7225 7458 7782 3 7782 7225 7488,3 279,7 37 7458(  78252,3
#6 JK32 7340 7510 7642 3 7642 7340 7497,3 151,4 2,0 7510 22921,3
#7 JK40 6344 6223 5902 3 6344 5902 6156,3 228,4 3,7 6223| 52174,3
#8 JS03 7066 6263 6303 3 7066 6263 6544,0 4525 6,9 6303| 204763,0
#9 EHW257 3996 3941 4140 3 4140 3941 4025,7 102,8 2,6 3996| 10560,3]
#10 EHWS549 8693 9009 8917 3 9009 8693 8873,0 162,5 18 8917|  26416,0
#11 EHWS584 7058 7151 6934 3 7151 6934 7047,7 108,9 15 7058| 11852,3
#12 UDT2 6420 6592 6513 3 6592 6420 6508,3 86,1 13 6513 7412,3
#13 uDT3 6873 7060 7056 3 7060 6873 6996,3 106,8 15 7056 114123
#14 W-DUO3 6513 6435 6412 3 6513 6412 6453,3 52,9 08 6435 2802,3
#15 TG47 6272 6589 6498 3 6589 6272 6453,0 163,2 2,5 6498  26641,0
#16 QD5-4*2 8972 9223 9533 3 9533 8972 9242,7 281,0 3,0 9223  78970,3
#17 QD6-1*2 6392 6830 6632 3 6830 6392 6618,0 219,3 33 6632 48108,0
RN18 15671 15293 14897 3 15671 14897 15287,0 387,0 2,5 15293| 149796,0

DMSO 5881 6111 5628 3 6111 5628 5873,3 2416 4,1 5881 58366,3

Dox 19415 20264 18891 3 20264 18891 19523,3 692,9 3,5 19415| 480084,3

Abbildung 25: Rohdaten inklusive statistischer Messparameter
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