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1. Einleitung

1.1. Tumorpathologie

Als maligne Zellen werden in der Medizin bdsartigegtete Zellen (Krebszellen) bezeichnet, die
sich in threm Verhalten wesentlich von anderen,idrean Zellen unterscheiden [1]. Zu den
charakterisierenden Eigenschaften einer maligneéie Zéhlen unkontrollierte Proliferation der
Zelle mit meist hohen Teilungsraten, Entdifferenzng mit konsekutivem Verlust der
gewebetypischen Zellfunktion, invasives, infilteades und destruierendes Wachstum und die
Fahigkeit zur Tumorzellabsiedlung (Metastasieruft]) Die maligne Transformation ist das
Resultat eines in mehreren Schritten verlaufendeozeBses, der im Tiermodell durch
chemische, physikalische oder virale Noxen mit meeer Wirkung ausgelost werden kann und
sich bei menschlichen Tumoren anhand molekular- agtbgenetischer Untersuchungen
nachvollziehen lasst [1], [3]. An der Tumorentstetnsind jene Faktoren beteiligt, die auch bei
der Embryogenese und der Regeneration den Praiiiesa und Differenzierugsstoffwechsel
steuern. Zu diesen Faktoren gehdren Proliferatandatoren, Differenzierungsfaktoren,
Kommunikationsfaktoren sowie immunologische Fakideg, [5].

Als Proliferationsfaktoren wirken gewebeabhéangig ridone (v.a. Geschlechtshormone),
Vitamine (A, B, Folsaure), Wachstumsfaktoren und Protoonkogerechdtumsfaktoren sind
Peptidhormone mit mitogener Wirkung auf die sezamde Zelle selbst (autokrine Sekretion),
sowie auf benachbarte Zellen (parakrine SekretiDimg. Wachstumsfaktoren stehen in enger
Beziehung zu den Protoonkogenen. Diese physiologisckommenden Gensequenzen (c-onc)
codieren fur sogenannte Onkoproteine, welche dign&aufnahme im Bereich der
Zellmembran, die Signalubermittlung im Zytoplasnmal (Signalumsetzung im Zellkern steuern.
Die Wechselwirkung mit den Wachstumsfaktoren wirdso deutlicher, wenn man sich vor
Augen fuhrt, dass Protoonkogene fir Wachstumsfaktogbenso wie fiir ihre Rezeptoren
codieren. So wird eine rasche und effiziente Zellfaration gewdahrleistet. Durch Mutation,
Vermehrung oder Dysregulation werden Protoonkogen&rebsgenen, die man als Onkogene
bezeichnet. Eine quantitativ oder qualitativ abnerRezeptorbestlickung und/oder abnorme
Wachstumsfaktorbildung fihren zu einem Signaldaesshuss der transformierten Zelle mit
enromer wachstumsfordernder Wirkung [3].

Proliferationsinhibitoren dampfen als Gegenspieler Wirkung von Wachstumsfaktoren und

Protoonkogenen und werden daher als Anti-Onkogdnenérsuppressoren) bezeichnet. Sie
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fungieren als Differenzierungsfaktoren und férddamit die Ausreifung der Zellen nach der
Proliferation [5].

Schon 1914 postulierte Boveri, dass eine entafielle mit abnormer Proliferation infolge einer
somatischen Mutation entstehen kann, sodass Krelgemaetische Erkrankung anzusehen ist [6].
Nach der ,Two-Hit-Theorie” von Knudson [7] mussém tlie Entstehung einer entarteten Zelle,
fur die sogenannte maligne Transformation, beideldleines Gens mit Beteiligung an der
Zellzyklusregulation durch zuféllige somatische ®tidn verandert werden [8]. In diesem
Prozess spielen zum einen die unkontrollierte A&tivng von wachstumsinduzierenden Genen
(Onkogenen) und zum anderen der Verlust bzw. daktivierung in wachstumshemmenden
Genen (Tumorsuppressorgene) eine entscheidende [RpllZusatzlich wird das Zellwachstum
durch interzellulare Kommunikationsmechanismen tigni. In vitro stellen frei wachsende
normale Zellen ihre mitotische Aktivitat ein, sabaie mit Nachbarzellen in Kontakt kommen,
heften sich mit ihren Ahdasionsmolektlen an die iaczellen und kommunizieren mit ihnen
uber die Haftorganellen (Kontaktinhibition) [10].iunehmender Entdifferenzierung im Laufe
der Tumorgenese verlieren maligne Zellen diese #idndmolekile und zelltypische
Gewebemuster, sodass die interzellulare Kommuikaufgehoben wird. Dadurch kénnen sie
sich, von Nachbarzellen unbehelligt, weiter teileind in der Lage sich aus dem Zellverband zu
l6sen (,Soil-and-seed”-Theorie), an entfernten I|8telim Organismus aufzutreten und

umliegendes Gewebe zu verdrangen [11].
1.1.1. Therapie maligner Erkrankungen

Eine der groRen medizinischen HerausforderungereransZeit ist die Therapie maligner
Tumore. Dabei stehen verschiedene Verfahren zufiyeng. Wahrend bei lokalisierten
Tumoren die chirurgische Entfernung und Strahlaaghie im Mittelpunkt stehen, ist bei
disseminierten Tumoren, bei Metastasen und ausgesieliRezidiven die Tumorchemotherapie
von besonderer Bedeutung. Auch eine KombinationTdharapieverfahren wird abhangig von
Tumorentitat und -ausdehnung angewandt. Bei dekdraie stlitzt sich die Therapie neben der
Knochenmarkstransplantation vorwiegend auf die Gitkarapie [3]. In den folgenden

Ausfuhrungen werde ich mich vorallem auf Chemotpierdeziehen.
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1.1.2. Chemotherapie

Der Begriff der Chemotherapie bezeichnet eine nadéntdose Behandlung, mit dem Ziel
Krebszellen abzutdten bzw. deren unkontrollierteaciétum unter Kontrolle zu bringen. Sie
wird auch mit dem Begriff Zytostatikatherapie glagesetzt. Die eingesetzten Medikamente
werden Zytostatika genannt. Sie sind meist Substapflanzlicher oder mikrobieller Herkunft
mit sehr starker Wirkung auf zellularer Ebene. Bithter Chemotherapie kdnnen verschiedene
therapeutische Ansatze verfolgt werden. B&umativen Ansatist das Ziel die ,Heilung®, d.h.
die Beseitigung aller entarteten Tumorzellen. Beatljuvanten Therapieansatwird die
Chemotherapie ergdnzend zu weiteren Therapieoptieiggesetzt. Zum Beispiel praoperativ
zur Tumorverkleinerung, um eine anschlieRende ohisohe Tumorextraktion zu ermdglichen
(neoadjuvant) oder postoperativ zur Bekampfung Wiikrometastasen und konsekutiv zur
Verringerung des Rezidivrisikos. Dpalliative Ansatavird in Fallen eingesetzt, bei denen keine
Heilung erreicht werden kann, zum Beispiel bei urggigjer Tumorlokalisation oder weit
fortgeschrittenem Tumorleiden. Dann dient die Chiénm@pie der Verbesserung der
Lebensqualitat und der Verlangerung der Uberletsnfi2].

Die Chemotherapie ist eine relativ junge Behandtomgthode. Die erste erfolgreiche
Pharmakochemotherapie wurde 1941 bei der Behandtesy Prostatakarzinoms mit dem
synthetischen Estrogen Diethylstilbestrol durchbefiil948 wurde zur Therapie einer akuten
lymphatischen Leukdmie beim Kind zum ersten Mal Helsaure-Antagonisten Aminopterin
verwendet. Heutzutage werden meist verschiedenerlypn Zytostatika als Kombination in
Form einer Polychemotherapie verwendet. Dies hat\dateil, dass durch die verschiedenen
Wirkmechanismen der Medikamente das Wirkungspreélbessert, Nebenwirkungen und

Resistenzraten reduziert werden kénnen [12].
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1.2. Apoptose

Der Begriff der Apoptose bezeichnet den sogenanptegrammierten Zelltod. Es ist eine
besondere Form des Zellunterganges, die mit typisamolekularen und morphologischen
Prozessen einhergeht und zur kontrollierten zetul&elbstzerstérung fuhrt. Es ist ein aktives,
eingebautes ,Selbstmordprogramm® biologischer Zelldas von der Zelle selbst oder durch
benachbarte Zellen initiiert werden kann [13]. Nd@mtm das Selbstmordprogramm der Zelle
gestartet wurde, durchlauft die Zelle eine defiei&bfolge von Prozessen, die zu den typischen
Veradnderungen einer apoptotischen Zelle fihrt. Mohpgisch zeigt sich frihzeitig die
Schrumpfung der Zelle, wodurch sie den Kontakt gndezhbarten Zellen verliert. Es kommt zu
Ausstilpungen der Zellmembran, dem sogenannterbhbig” oder ,budding“, das schlief3lich
mit der Fragmentierung der gesamten Zelle mit diétuBg membranumhilillter Vesikel, der
.-apoptotic bodies“ endet [1], [14]. Diese werdensala von benachbarten Zellen und
spezialisierten Fresszellen beseitigt ohne einektivea Begleitentziindung hervorzurufen.
Biochemische Charakteristika der Apoptose sind Ak#ivierung der Caspasenkaskade, die
Kondensation des intranukledren Chromatins und Eiagmentierung der DNA durch
Endonukleasen [15]. Durch die Expression prophatgaher Signale werden Fresszellen
angelockt und benachbarte Zellen gewarnt.

1.2.1. Entdeckung der Apoptose

1972 wurde anhand der typischen morphologischednderungen, die bei sterbenden Zellen
beobachtet wurden, der "programmierte Zelltod"neadig beschrieben. Wird das intrazellulare
Todesprogramm aktiviert, geht die Zelle kontrotliend aktiv reguliert zugrunde. Die Existenz
der Apoptose wurde lange Zeit geleugnet [16]. Sitehdie Apoptose unter Wissenschaftlern
anfangs einen &ahnlichen Stellenwert, wie die Artmpie unter Physikern. Sie galt als
interessantes und amusantes Konzept, dekorativ, almee weitere Bedeutung [15]. Die
Akzeptanz der Apoptose setzte langsam ein, nacha®nUntersuchungen des Fadenwurms
Caenorhabditis elegan&ene identifiziert wurden, die die Apoptose koliecen [17]. Drei
grundlegende Gene des Todesprogrammes (Ced-Geng)erwudentifiziert: Ced-9, das
hemmend auf den Selbstmordmechanismus wadiyie Ced-3 und Ced-4, die proapoptotisch
wirken [18], [18]. Das Ced-3-Gen codiert fur eirot&in, das funktionell wie strukturell einem
humanen Protein, dem Interleukin-13-Converting Emz)ICE), sehr ahnelt [19]. ICE ist ein
intrazellulares, proteinspaltendes Enzym, eined@is#. Aus einem Precursor-Protein spaltet es

Interleukin-1, ein wichtiges Signalmolekil bei dérmittlung von Entziindungsreaktionen. Die
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Entdeckung der Homologien zwischen dem Ced-3-GenFdelenwurms und einem humanen
Gen waren ein erster Hinweis darauf, dass bei g@ptosesignalkaskade die Proteolyse, also
die Aktivierung von Proteinen durch Spaltung aueeri Precursor-Protein durch Proteasen, eine
wichtige Rolle spielt [20], [21]. Dadurch wandelsgch das Interesse an der Apoptose von

Ignoranz zu Euphorie [22].

1.2.2. Bedeutung der Apoptose fiur den Organismus

Bei vielen biologischen Prozessen spielt der progneéerte Zelltod eine wichtige Rolle. Die

Apoptose ist ein weit verbreitetes Phdnomen, denechanistische Bestandteile durch die
Evolution hinweg hochgradig konserviert sind. Mandét den programmierten Zelltod bei

Saugetieren, ebenso wie bei Insekten [23] und WimrfiL8]. Bei Hefen und auch bei Pflanzen
[24] wurde Apoptose wahrend der Entwicklung undRésktion auf Beschadigung beobachtet.
Sogar bei einzelligen Eukaryoten und Prokaryoteddi man ein Selbstmordprogramm [25],
[26]. Desweiteren ist der programmierte Zelltod deer Vielzahl verschiedener physiologischer

Prozesse zu finden.

Embryonale Entwicklung

Eine ganz wesentliche Rolle spielt der programmief®elbstmord bei der embryonalen
Entwicklung. Dabei lassen sich im Wesentlichen fidaliptfunktionen unterscheiden [27], [28].
(A) Der gezielte Zelltod ermdglicht die Formung d€8rpers, zum Beispiel bei der Trennung
der Finger und der Ausbildung von Kérperhdhlen [29]

(B) Strukturen, die zu einem friheren Zeitpunkt Betwicklung eine Funktion erflllten, diese
aber verloren haben, werden durch Apoptose elimirign Beispiel daflr ist der Schwanz der
Kaulquappe, der fur den Frosch nicht mehr von Nutge[22]. Bei Wirbeltierembryonen finden
sich Anlagen fir die weiblichen (Mullerscher Gangbenso wie fur die mannlichen
Geschlechtsorgane (Wolffscher Gang). Im Laufe debrgonalen Entwicklung kommt es zur
Auspragung und Weiterentwicklung nur einer der gpla wahrend die andere mithilfe des
programmierten Zelltodes eliminiert wird [30].

(C) Auch bei der Produktion differenzierter Zellehne Zellorganellen nutzt der Organismus
den Mechanismus der Apoptose [31], [32].

(D) Es gibt verschiedene vom Organismus unerwiesgbtlen, die gezielt eliminiert werden:
Zellen, die ihre Funktion verloren haben [33], dien Organismus schadigen kénnen [33], die
genetisch stark verandert sind oder Zelltypenjrdiéalschen Organ oder Gewebe auftreten [5].

(E) Auch die hormoninduzierte Gewebeatrophie, wiei kler zyklischen Endometrium-
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abstof3ung wird durch Apoptose bewerkstelligt [B].dntwickelten, multizellularen Organismus
ist die Apoptose essentiell fir die Wahrung der ldostase zwischen Zellproliferation und
Zelltod. So sterben in einem Erwachsenen Mensceda Minute Millionen von Zellen, um

dieses empfindliche Gleichgewicht aufrechtzueringlie].

Rolle der Apoptose im Immunsystem des Menschen

Enorme Bedeutung hat die Apoptose auch bei der iEkiimg des menschlichen
Immunsystems. Die Antigenrezeptoren der Lymphozyterden von segmentierten Genen
codiert. Durch somatische Rekombination dieser Genel eine immense Vielfalt an
Rezeptoren erzielt, sodass das Immunsystem flrioh8glviele Erreger gewappnet ist. Infolge
dieser zufalligen Ausstattung mit Antigenrezeptoeaitstehen aber auch Lymphozyten, die sich
gegen korpereigene Strukturen richten und gesunitpefzellen zerstéren wirden. Genauso
finden sich Lymphozyten mit fehlerhaften Rezeptoobne Funktion. Durch negative Selektion
der autoreaktiven und defekten Lymphozyten wahdord_ymphozytenreifung werden ca. 90%
der heranreifenden Lymphozyten apoptotisch elimini€33]. Wird das ausgebildete
Immunsystem infolge einer spezifischen Antigengndation aktiviert, kommt es zur extensiven
klonalen Expansion von aktivierten Lymphozyten. elallie Lymphozyten ihre Funktion bei
der Infektabwehr erflllt, ist die Eliminierung aker Lymphozyten zur Beendigung der
Immunantwort unabdingbar. Bewerkstelligt wird deéegch den programmierten Zelltod, der in
diesem Fall als ,Activation Induced Cell Death* @) bezeichnet wird [34]. Den
Selbstmordmechanismus nutzen auch zytotoxische mipbpzyten, die virusinfizierte
Kdrperzellen erkennen und in diesen Apoptose iretan, um eine weitere Replikation und
Ausbreitung der Viren zu verhindern [22].

1.2.3. Fehlgesteuerte Apoptose

Wie wichtig der kontrollierte Zelltod ist, wird besders deutlich, wenn Defekte in der
Apoptosemaschinerie auftreten. Apoptosedysfunktipngie mit exzessiven Apoptoseraten
einhergehen findet man bei AIDS [35], ischamiebgtin Zellschadigungen, zum Beispiel
infolge einer Myokardischamie oder eines Apoplexf6], bei neurodegenerativen
Erkrankungen wie M. Alzheimer, M. Parkinson [37] ndu M. Huntington. Ursache von
Erkrankungen kann aber nicht nur eine gesteigsaegern auch eine reduzierte Apoptose sein.
Zu den Erkrankungen, bei denen ApoptosedefekteAdsfiihrung der Apoptose verhindern,
zahlen Autoimmunerkrankungen und verschiedene Kamzentitaten [38], [39].
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1.2.4. Apoptose bei malignen Erkrankungen

Bei malignen Erkrankungen spielt die Apoptose gleic mehrfacher Hinsicht eine wichtige
Rolle. Sie ist relevant fur die Entstehung, Progims und Metastasierung. Wie bereits
beschrieben, liegt die Bedeutung der Apoptose uateierem darin, die Zellzahl eines
Organismus zu kontrollieren und fehlerhafte Zelrneliminieren. Dementsprechend wirden
Zellen mit DNA-Schaden oder exzessiv proliferativeierhalten zum Schutz des Organismus
durch Apoptose beseitigt werden. In Krebszellen niein haufig Defekte in der
Apoptosemaschinerie nachgewiesen werden, die wairdich durch zuféllige Mutationen
entstanden sind und eine Apoptoseresistenz degmnealiZellen erzeugen. Dies kann zum einen
durch eine verminderte Expression oder Inaktivigrpno-apoptotischer Proteine, sogenannter
Tumorsuppressoren, wie p53 [40], Bax oder Bak [@Zjelt werden. Zum anderen wird dies
durch eine Uberexpression oder (bermaRige Aktivigrivon Apoptoseinhibitoren, wie
beispielsweise Bcl-2, ermdglicht [42]. Die entstane Apoptoseresistenz ermdglicht das
Uberleben der Zelle nach einer DNA-Schadigung,veiestarkte Proliferation und Selektion der
Tumorzellen. Mit fortschreitendem, ungebremstem ®wmachstum kommt es zur
Akkumulation von Mutationen mit einer Zunahme dealignitat.

Eine ganz wesentliche Rolle spielt die Apoptose albeh in der Tumortherapie. Hier stitzt man
sich auf Medikamente, sogenannte Chemotherapedi&aurch eine Induktion der Apoptose in

den Krebszellen, trotz eventueller Apoptosedefakte, Wirkung erzielen [43], [12].

1.2.5. Molekulare Mechansimen der Apoptose

Die Apoptose ist ein komplexes, hoch effizientetb&enordprogramm, fur dessen Ablauf die
Interaktion einer Vielzahl verschiedener Faktoredtigh ist. Die Hauptsignalwege und
wichtigsten beteiligten Molekule sollen im folgemd&bschnitt erlautert werden.

Die Ausfuhrung des Todesprogrammes folgt charadtischen Signalwegen, von denen zwei
gut untersucht wurden: der extrinsische und deingische Pathway. Signale von aul3en wie
Ligandenbindung an Oberflachenrezeptoren, das étefirvon Todessignalen oder das Fehlen
von Wachstumssignalen triggern den extrinsisch@me®ransduktionsweg [44]. Intrazellulare
Signale wie DNA-Schéaden, verursacht durch Strahlungytostatika oder DNA-
Reparaturdefekte, fihren zur Aktivierung des irgisonhen Pathway [45]. Dartber hinaus gibt es
Hinweise auf weitere Aktivierungswege, unter anderesinen mit Beteiligung des
endoplasmatischen Retikulums [46], die jedoch img&aden nicht eingehender behandelt

werden. Den verschiedenen Aktivierungswegen istayesam, dass sie alle in der Aktivierung
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der Caspasenkaskade muinden. Diese fuhrt letztendiig limitierter Proteolyse zu den
typischen morhologischen Veranderungen und biockemen Prozessen innerhalb der

apoptotischen Zelle.

1.2.5.1. Caspasen: Initiatoren und Exekutoren der poptose

Die Entdeckung der Analogien zwischen dem Ced-3p@=iukt und der humanen Protease ICE
fuhrte zu der Vermutung, dass die Proteolyse einihtige Rolle innerhalb der
Apoptosesignalkaskade spielt [20]. Bald wurden neb#tglieder der Ced-3/ICE-
Proteasenfamilie entdeckt, die wahrend der Apoptideviert werden und diese anfangliche
Vermutung bestatigten. Diesen Proteasen ist gentgigs sie in ihrem aktiven Zentrum die
Aminosaure Cystein besitzen und ihre Zielproteine spezifischen Pradilektionsstellen
benachbart der Aminosaure Aspartat spalten. AusedieGrund werden sfeaspasen(Cystein-
Aspartat-Protasen genannt [47]. Studien konnten belegen, dass dsp&sen nicht so sehr auf
Aspartat angewiesen sind, wie anfangs angenommedewAuch Glutamat kann demzufolge
als Pradilektionsstelle zur Spaltung fungieren [48Die am starksten praferierte
Aminosaurensequenz scheint jedoch X-Glu-X-Asp zn RE)].

Im humanen Genom codiert konnten elf verschiedeasp&en nachgewiesen werden, von
denen sieben eine entscheidende Rolle im Ablauf Algoptose zugeordnet wird [50].
Mittlerweile gelten die Caspasen als zentrales Elgnter Apoptosemaschinerie. Sie werden
kontinuierlich synthetisiert und liegen intrazedlulals inaktive Zymogene (Procaspasen) vor.
Strukturell bestehen diese Procaspasen allgemsireiaer N-terminalen Prodomane und zwei
Untereinheiten, die bei einigen Caspasen durchVerbindungspeptid voneinander getrennt
werden (Abb.1A). Durch proteolytische Spaltung ares spezifischen Aspartatrest entsteht das
aktive Enzym in Form eines heterotetrameren Kongde}s1l]. Dieser Komplex setzt sich
zusammen aus zwei kleinen und aus zwei grof3en éinkesiten, die das aktive Zentrum der
Protease bilden (Abb. 1D) [52]. Die aktivierendeal®mg kann entweder durch eine andere
Caspase oder autokatalytisch durch die Procaspelbst sdurchgefiihrt werden. Fur die
autokatalytische Aktivierung wird zum Teil ein steerender Komplex benétigt: beispielweise
der DISC zur Aktivierung der Caspase-8 und das Agsxpn zur Caspase-9-Prozessierung [53].
Anhand morphologischer und funktioneller Aspektedea die Caspasen in zwei Subgruppen
unterteilt: die Initiatorcaspasen (Caspasen-298,nd -10) und die Effektorcaspasen (Caspase-
3, -6 und -7).
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Abbildung 1:Aktivierung von Caspasen durch limitierte Proteoly®. A) zeigt die allgemeine Grundstruktur
der Procaspasen, die als inaktives Vorlaufer-Rro{Birocaspase) synthetisiert werden. Sie besteben a
Prodoméane (griin), grof3er Untereinheit von ca. 2@-EpdRe (rot), kleiner Untereinheit (10 kDa) (gelb)
sowie einem Verbindungspeptid (schwarz). Initiadspmasen (B) verfligen Uber eine lange Prodoméne mit
CARD- oder DED-Sequenzmotiv, Effektorcaspasen (diee kurze Prodoméane (C). Nach Spaltung der
Procaspase an zwei Stellen bei der Aminoséure fatpamtsteht die aktive Caspase als tetramerer komp
bestehend aus je 2 kleinen und 2 groRen Untereamh¢d).

(Modifiziert nach [22], [54] & [50].)

Die Initiatorcaspasen besitzen N-terminal eine éiad’rodoméne, die mehr als 90 Aminoséauren
umfasst und entweder das Strukturmotiv CARD (,CaspRecruitment Domain“) oder DED
(,Death Effector Domain®) beinhaltet (Abb. 1B). B Motive ermdglichen eine Interaktion mit
Proteinen, beispielsweise Adapterproteinen odeer@mdInitiatorcaspasen, die ebenfalls diese
Sequenzen in ihrer Struktur aufweisen und begUerstdgeren proteolytische Aktivierung [54].
Durch die aktivierende Spaltung weiterer Caspag#ieKtorcaspasen) bilden die innerhalb der
Signaltransduktionskaskade eher upstream lokdksierinitiatorcaspasen die Nahtstelle
zwischen Triggerung und Exekution der Apoptosemiascie. Die verschiedenen Caspasen
werden so nach der Auslésung des Selbstmordprogsamanheinander in einer sich selbst
amplifizierenden, proteolytischen Kaskade aktivi@2]. Die Effektorcaspasen verfiigen tUber
eine kurze Prodomane von 20 bis 30 Aminosauren .(ABD). Nach ihrer Aktivierung spalten
sie, neben weiteren Procaspasen, spezifisch eihe Rerschiedener zellularer Proteine (Abb.2)
[55], was schlieBlich zu den charakteristischenédviderungen der Zelle unter der Apoptose
fuhrt [56].
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1.2.5.2. Caspasensubstrate

Inzwischen wurden tber 100 verschiedene Substeatétiektorcaspasen identifiziert und die
Zahl steigt weiter an. Zu den bereits identifizariSubstraten z&hlen Proteine des Zytoskeletts,
wie Aktin [57] und das Aktin-assoziierte Proteindfio [58], deren Spaltung fur die apoptose-
typische Zellschrumpfung, das ,Blebbing“ und die rrARang der ,Apoptotic Bodies*
verantwortlich gemacht wird. Eine weitere Funktaes Aktins, die in der Inhibition der DNase-
| besteht, wird ebenfalls durch die Spaltung audipeim [59]. Weitere DNA-spaltende Proteine
werden proteolytisch aktiviert. Die ,Caspasen-Aldite Desoxyribonuklease® CAD liegt
intrazellular als Komplex an seinen spezifischemditor DFF45/ICAD gebunden vor. Nach der
Aktivierung von Caspase-3 wird ICAD gespalten, ssd€AD in den Zellkern gelangt und
aufgrund seiner DNase-Aktivitat die DNA fragmenitifg0]. Um die apoptose-typische DNA-
Fragmentierung Uberhaupt erst zu ermdglichen, werD&lA-stabilisierende Proteine, wie
Laminin B und Histon H1 gespalten [61]. Die Spafjwon Laminin fuhrt durch den Verlust von

Befestigungspunkten in der nuklearen Matrix zumi&fes des Chromatins [62], [63], [64].

— spaltet

.1I_'RdIGGER ZELLSCHRUMPFUNG  — 1 hemmt
pé)s-(at‘srezeptoren, /‘ BLEBBING ... _’ ——
J
— ICAD
\,CAD
PARP KONDENSATION
Topoisomerase — DNA — '
Laminin B FRAGMENTIERUNG
Endonuklease
Histon H1 Nukleus N

Abbildung 2: Aktivierung von Caspasen und CaspasensubstrateVerschiedene Stimuli (p53, Liganden-
bindung an Todesrezeptoren) fihren zur InduktionAfeptose Uber verschiedene Signalwege. Diese emind
in der Aktivierung verschiedener Caspasen (C), wi@tere Caspasen und verschiedene zellulare Peotein
spalten. Die Spaltung von Strukturproteinen, wigit\kund Fodrin, fuhrt zu Zellschrumpfung und Bletudpi
Spaltung nuklearer Proteine, wie Endonukleasen Togbisomerasen filhren zu Chromatinkondensation und
DNA-Fragmentierung.

(Madifiziert nach [65].)

Auch DNA-Reparaturmechanismen werden ausgesch&®RP, die ,Poly-(ADP-Ribose-)-

Polymerase®, hat eine Grof3e von 116 kDa und wirtirerdd der Apoptose in Fragmente von
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24kDa und 89 kDa gespalten. Es ist eines, der asteaintersuchten Substrate der Caspasen
und wird oft als Indikator der induzierten Apoptossgwendet [66]. Die Funktion von PARP ist
jedoch unklar, da auch PARP-negative Méause einmaler Entwicklung zeigen [67]. Mégliche
apoptosefordernde Wirkungen der PARP-Spaltung l&inatim einen in der Dezimierung von
NAD-Vorraten, oder zum anderen in dem Verlust seinamkéfon bei der DNA-Reparatur
liegen [68].

1.2.5.3. Signaltransduktionswege der Apoptose

Procaspasen werden kontinuierlich von allen gesundgellen produziert. Das
Selbstmordprogramm ist dadurch zu jeder Zeit enfgaeit, alles was fehlt ist ein adaquater
Trigger zur Programmaktivierung [69].

1.2.5.3.1. Extrinsischer Aktivierungsweg

Im multizellularen Organismus dient die Apoptosdeuranderem der Aufrechterhaltung der
Homoostase. Zu diesem Zweck mussen extrazelluigrel®, wie bestimmte Todessignale oder
das Fehlen von Wachstumssignalen, ins Zellinnerertidtgen werden und dort das
Selbstmordprogramm initieren konnen. Die Signakduktion erméglichen spezielle
Rezeptoren, die nach dem ersten entdeckten Rezzptdumornekrosefaktor-Rezeptor(TNFR)-
Superfamilie gezéahlt werden [70], [71], [72]. Eieiyertreter dieser Familie sind bereits gut
untersucht (TNF-R1 (CD120a), CD95 (APO-1/Fas), IRBO-3, TRAMP), TRAIL-R1 (APO-

2, DR4), TRAIL-R2 (DR5, KILLER, TRICK?2), und DR6)/B]. Dabei ist der CD95-vermittelte
Signalweg der am besten charakterisierte. Alle Riezen der TNFR-Superfamilie verfliigen
extrazellular Uber eine cysteinreiche Domane. bafitalar besitzen sie eine ca. 80 Aminosauren
umfassende Sequenz, die als Todesdoméane ("Deatlaibgraurz DD) bezeichnet wird [71].
Die Todesdomane ermdéglicht die Oligomerisierung d&gzeptoren nach Bindung des
entsprechenden Liganden [74]. Dies fuhrt zur Redruimg verschiedener Adaptermolekile, die
ebenfalls Gber eine Sequenz analog der Todesdowvedfigyen und dariiber in der Lage sind mit
den Rezeptoraggregaten zu interagieren. Beim CD@mabveg bindet das Fas-assoziierte
Protein (FADD) an das Rezeptoraggregat. Das Reregtyagierende Protein RIP ist in der
Lage mit FADD und anderen Adapterproteinen zu ag@ren, wodurch Quervernetzungen
ermoglicht werden [75]. Dadurch gewahrleisten daaptermolekile zum einen die eigentliche
Signaltransduktion, fihren zum anderen aber aucheimar Verstarkung des apoptotischen
Signals [75]. Deletionsanalysen mit dominant-negatiMutanten von FADD, denen die Todes-
Effektordoméne (DED) fehlt, zeigten, dass die Tddesane (DD) zur Assoziation mit CD95
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notig ist, nicht aber um die Apoptose auszulGseatub verantwortlich ist ein weiteres N-
terminales Areal, die ,Death effector domain® DED76]. Getriggert durch die
Rezeptoroligomerisierung fuhrt die Rekrutierung undteraktion der verschiedenen
Adapterproteine schlieBlich zur Bildung eines nmdiekularen Komplexes, dem ,Death-
inducing signaling complex“, kurz DISC, einem aldaggebenden Ereignis der
rezeptorvermittelten Signaltransduktion [77], [7819], [80]. Neben den Rezeptoraggregaten
und Adaptermolekilen befindet sich in diesem Kompén weiteres entscheidendes Protein.
Dieses Protein besitzt N-terminal eine Doméne homalur ,Death Effector Domain“ (DED)
von FADD, sowie eine C-terminale Domé&ne analog W&E-Proteasen-Struktur. Aufgrund
dieser Eigenschaften wurde es FLICE (FADD-like IG&n anderen Arbeitsgruppen MACH
bzw. Mch5) genannt [81], [82]. Spéater identifizeernan dieses Protein als Caspase-8 [47] und
fand somit das verbindende Element zwischen deefRemktivierung und der Initiierung der

Caspasenkaskade [83].

Fas L. n I Deathdomain DD

I Death effector domain DED
L Rezeptor —
Fas

aggregat
p35, CrmA

E J‘ Caspasen-
P askade > :@:‘
Procaspase-8
APOPTOSE
aktivierte

Caspase-8

Abbildung 3:Extrinsischer Pathway. Nach Bindung des Liganden FasL an den Rezept®@5GBPO1/Fas)
kommt es zur Oligomerisierung des Rezeptors, zlriRierung verschiedener Adapterproteine (FADD) und
Uber Protein-Protein-Wechselwirkungen via DD undDDE&r Bildung des DISC. Die dadurch ermdéglichte
autokatalytische Aktivierung der Caspase-8 bringt@aspasenkaskade in Gang und fiihrt zum Tod dier. Ze
(Modifiziert nach [55], [84] & [73].)

Die Bindung von Caspase-8 innerhalb des DISC fubrtnutlich zu Strukturveranderungen,
welche die autokatalytische Spaltung der Caspaseg8nstigen [85]. Auch die Konzentration
an Caspasen fordert ihre autokatalytische Aktivili@tvitro-Untersuchungen konnten zeigen,
dass Capsase-8 direkt die Caspasen-3, -4, -7, d9-10 spaltet, wahrend Caspase-2 und -6
indirekt aktiviert werden [86]. Die Abbildung 3 gileinen schematischen Uberblick tber die

beschriebenen Vorgdnge und beteiligten Molekile @esrinsischen Signalweges. Die
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eigentliche Exekution der Apoptose wird beim exischen Signalweg, wie bereits erlautert,
nach Aktivierung der Caspasenkaskade [44] durclitfektorcaspasen vermittelt [87].

1.2.5.3.2. Intrinsischer Aktivierungsweg

Ein zweiter, gut charakterisierter Aktivierungswisg der sogenannte intrinsische Signalweg.
Die praformiert vorliegenden Procaspasen werdereidabhabhangig von Signalen von der
Zelloberflache infolge von intrazellularem Stresteozellularer Schadigung aktiviert. Zusatzlich
dient er der Verstarkung des extrinsischen Signgdse Im Mittelpunkt dieses
Signaltransduktionsweges stehen die Mitochondrnik@,als universelle, intrazellulare Stress-
Sensoren wirken und den Tod der Zelle Gber verdehie Mechanismen beginstigen. Zu diesen
Mechanismen zahlen die Unterbrechung der mitochaledr Energiegewinnung (1), die
Freisetzung proapoptotischer Faktoren (2) und Bielung reaktiver Sausertoffmetabolite (3)
[88], [89].

Das mitochondriale Membranpotential, aufrechtedmaltdurch einen kontinuierlichen,
energieverbauchenden Elektronentransport, ist &ssith flr die Funktion der Mitochondrien
als Energiekraftwerke der Zelle [89]. Daruiber hmadient es in der Kaskade der biochemischen
Ereignisse, die zur Apoptose fihren als zentrdentrollpunkt. Bei einer Vielzahl
apoptotischer Szenarien, wie auch bei verschiedEneankungen, wie AIDS [90], septischem
Schock [91] oder Leukamien, wurde eine Anderung métechondrialen Membranpotentials
(AW) nachgewiesen [92], [35], [93]. Daher wird die Deiek der Potentialanderung vielfach
als Surrogatparameter fir den Nachweis von Ze#todivoverwendet [5], [94], [95]. Im Ablauf
der Apoptose erklart man sich den ZusammenbruchMisbranpotentials mit der Bildung
transmembranarer Poren, die als ,Permeability TtiansPore* (PTP) bezeichnet werden. Diese
Kanale formen sich aus einem inneren Membranproteire dem ,Adenin Nukleotid
Translokator® (ANT), und einem auf3eren Membranpmteie dem ,Voltagedependent Anion
Channel* (VDAC) [45] und ermdglichen die Passagen Wdlolekilen < 1,5 kDa [96].
Infolgedessen kommt es zum lonenausgleich, zum rdombruch des mitochondrialen
Membranpotentials und zur Entkopplung der Atmungskenit konsekutivem ATP-Abfall.
Durch die intramitochondriale Hyperosmolaritait komnes zum Wassereinstrom mit
anschlieBendem Schwellen des Mitochondriums undRegptur der mitochondrialen Membran.
Es konnten verschiedene Stimuli identifiziert werdeie zur PTP-Bildung fihren: darunter das
Bcl-2-Protein Bax [97], eine erhohte intrazellula@e*-Konzentration [98], ROS [99],
Sphingolipide [100], sowie genotoxischer Stress.clAuCaspasen und andere Proteasen

induzieren die PTP-Formung und ermoglichen so eimd amplifizierende feed-forward
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Schleife [88]. Infolge der PTP-Formung gelangenegténs zum Zeitpunkt der Membranruptur
proapoptische, mitochondriale Faktoren ins Zytapkasdie sowohl caspasenabhangige als auch
caspasenunabhangige katabole Prozesse initiieirsgr. dieser Faktoren ist Cytochrom c. Dieses
Protein ist im intermembrandren Raum der Mitochmmdiokalisiert und dort mafRgeblich fur
den Aufbau des Elektronengradienten verantwortli@gmeinsam mit einem weiteren wichtigen
Cofaktor, (d)ATP, gelangt Cytochrom c ins Zytoplasmnd bindet dort das Protein Apaf-1
(“Apoptotic Protease-Activating Factor 1”). Bei Aph dem humanen Aquivalent des Ced-4-
Genproduktes des Fadenwurms C. elegans [101], demtasich unter Anwesenheit von ATP
und Cytochrom c infolge einer Konformationsanderwgige N-terminal lokalisierte CARD-
Sequenz [102], die zur Rekrutierung und Bindung Beocaspase-9 fuhrt [103]. Apaf-1,
Cytochrom ¢, (d)ATP und Procaspase-9 formen unt&P-Xerbrauch einen heptameren

Komplex, der als Apoptosom bezeichnet wird [10405].

Apoptotische Stimuli Apaf-1
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Abbildung 4:Intrinsischer Pathway. Schematische Darstellung des mitochondrialenafigmsduktionsweges

(grau unterlegt). Apoptotische Stimuli, wie Bax, 8®ine erhéhte Calciumkonzentration oder Caspdiskeren
Uber die Bildung von Poren (PTP) zur Freisetzung @gtochrom ¢ und ATP, die durch Bindung an Apafas
Apoptosom formen. Nach Rekrutierung und Aktivierugy Procaspase-9 durch das Apoptosom wird infolge
einer Caspase-3-Spaltung die Caspasenkaskade ig @Gesetzt, die zur Apoptose fuhrt. Weitere aus den
Mitochondrien freigesetzte Molekiile, die proapotdt wirken sind Endonuklease G, AlF und Smac.
(Modifiziert nach [106]. )
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Die primare Funktion des Apotosoms liegt in der iRékrung der Procaspase-9 und ihrer
autokatalytischen Spaltung zur katalytisch akti@aspase [103]. Dartber hinaus wird durch die
Komplexierung der Procaspase im Apoptosom die Akitider Caspase-9 um das 1000-fache
gesteigert. Man geht davon aus, dass Caspase-Qpaidl eine Art Holoenzym bilden, bei dem
die Caspase als katalytische Untereinheit und Apals allosterischer Regulator fungieren
[107]. Der Cytochrom c-Release erzielt neben detividtung gleichzeitig eine Amplifizierung
der Caspasenkaskade, so dass die GeschwindigkeitienEffizienz der Apoptoseinduktion
erhoht werden [22].

Ein weiterer apoptosefordernder Faktor, der aus Wetochondrium freigesetzt wird, ist das
25 kDa grof3e Protein Smac (DIABLO). Durch die Abspag einer N-terminalen Prodoméne
kommt ein Strukturmotiv zum Vorschein (Ala-Val-Pite), das Wechselwirkungen mit
Apoptoseinhibitoren ermdglicht und dadurch férdead den Fortgang der Apoptose wirkt
[108], [109]. Diese Interaktion wird genauer im Ahgitt der IAP-Proteine (Abschnitt 1.2.6.2.)
besprochen. AIF, der ,Apoptosis Inducing Factost ein 57 kDa grol3es Flavoprotein, das
ebenfalls im intermembranéaren Spalt lokalisiert Agis dem Mitochondrium freigesetzt gelangt
es in den Nukleus und bewirkt caspasenunabhangeg €hromatinkondensation und DNA-
Fragmentierung [110]. Die Endonuklease G, eine bage relevant fur die mitochondriale
DNA-Replikation wird ebenfalls ins Zytoplasma ausgaittet und fihrt unanhangig von
Caspasen zur DNA-Fragmentierung [111].

Die Abbildung 4 gibt einen schematischen Uberblidder die beschriebenen Vorgange und
beteiligten Molekule des intrinsischen Signalweges.

1.2.5.3.3. ROS

Eine weitere, wichtige Gruppe von Molekiilen, die Vfarlauf der Apoptose vermehrt auftreten
und die Apoptosedurchfiihrung zu begunstigen scheisiad die reaktiven Sauerstoffradikale,
auch kurz ROS (,Reactive Oxygen Species”) genarkit2]] Im Zuge des aeroben
Zellstoffwechsels kommt es kontinuierlich zur Prkition dieser reaktiven Sauerstoffmetabolite.
Besonders intramitochondrial entstehen bei der dit@egewinnung durch den Elektronentransfer
Superoxide. ROS-Molekiile verfigen meist Gber eier adehrere ungepaarte (freie) Elektronen,
aufgrund derer sie die starke Tendenz haben eir@enziellen Reaktionspartner ein zweites
Elektron zu entziehen, um eine héhere chemischali&tazu erreichen. Dadurch sind sie sehr
reakrionsfreudig und verfligen Uber ein enormegualastes Potential. In Abbildung 5 wird eine
Ubersicht tiber die ROS-Molekiile dargestellt.
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Abbildung 5:ROS-SchemaDargestellt sind Molekile der ROS mit entspreclkeendntioxidantien

(zur Verfigung gestellt von Laura Wagner, Chaiérlin).

Um der schadigenden Wirkung der Sauerstoffradikatgegenzuwirken ist die Zelle mit einem
umfangreichen antioxidativem Verteidigungssystemsgastattet. Beispielhaft seien die
mitochondriale Superoxiddismutase (SOD), Glutatfperoxidase und Katalase genannt.
Entstehen trotz der enzymatischen SchutzmechanidR@8-Molekile in einem UbermaR
erzeugen sie durch ihre destruktive Reaktionsfremddativen Stress, der zur Auslésung des
programmierten Selbstmordprogrammes filhren kann.dém Pathogenese verschiedener
Erkrankungen, wie AIDS, Morbus Huntington, Parkimsmmer Alzheimer, wird dem oxidativen

Stress eine wichitge Rolle zugeschrieben [99],]113

1.2.6. Regulationsmechanismen

Das Selbstmordprogramm ist ein wichtiger Bestahdég Homdostase des Organismus und ein
unabdingbarer Bestandteil seiner Lebensfahigkeahridch darf sie nicht leichtfertig ausgefuhrt
werden. Zur Kontrolle der Apoptoseaktivitdit gibt e®ine Reihe komplexer

Kontrollmechanismen.

1.2.6.1. Bcl-2-Proteine

Eine Hauptklasse von apoptoseregulierenden Molekiikelen die Proteine der Bcl-2-Familie

[114]. Diese Proteinfamilie findet sich durch diedtution hinweg hochgradig konserviert vom
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Wurm bis zum Menschen: das Genprodukt von Ced-Cdedegansntspricht dem humanen
Protein Bcl-2 [115], [116]. Unter den Bcl-2-Protembefinden sich sowohl apoptosehemmende
Vertreter, wie Bcl-2 und Bcl-X ebenso wie proapoptotisch wirksame Mitgliedee ®ax, Bad
und Bid [117]. In ihrer Sequenz verfigen alle Prageder Bcl-2-Familie Gber mindestens eine
von vier konservierten Motiven, die als ,Bcl-2-holmge Doméanen” (BH1 — BH4) bezeichnet
werden. Apoptoseinhibierende Vertreter besitzeneaisinwie Bcl-2, alle vier Sequenzen (BH1-
BH4), mindestens jedoch die Domanen BH1 und BH2riber hinaus werden zweli
proapoptotisch wirkende Subfamilien hinsichtlichreth Funktion und der enthaltenen BH-
Doméanen unterschieden. Die Proteine Bax, Bak, uok @Guch Mtd genannt) enthalten die
Doméanen BH1, BH2 und BH3, &hneln Bcl-2 also nochtesggehend, und werden auch als
Multidomanen- oder Effektorproteine bezeichnet 118 der zweiten Subgruppe finden sich
Vertreter, die lediglich die BH3-Domane in ihrerdtur aufweisen und daher als ,BH3-only"-
Proteine bezeichnet werden [119]. Diese Subgruppen kweiter in ,Aktivatoren* und
~Sensibilisatoren® unterschieden werden [120]. Blg3-only Proteine fungieren unter anderem
upstream als Wachposten zellularer Schadigungesi.[&bbildung 6 zeigt eine Ubersicht der
Unterteilung der Bcl-2-Proteine.

Anti-apoptotische Proteine: Vertreter:
[ W= = LB Bol-2, Bol-X, Bolw

Pro-apoptotische Proteine:

Multidoméanen- / Effektorproteine

I L.BH3 | = W= |  Bax, Bak, Bok
BH3-only Proteine

| |.BH3 |

| Aktivatoren: Bim, Bid, Puma?
Sensibilisatoren: Bad, Bik, Noxa,
Bmf, BNIP3, Hrk, MULE, Puma?

Abbildung 6: Struktur der Proteine der Bcl-2-Familie. Alle Mitglieder der Bcl-2-Familie besitzen
mindestens eine von vier ,Bcl-2-homologe DomandBM{Doméanen 1-4). Antiapoptotisch wirkende
Vertreter besitzen meist alle 4 Doméanen (Bcl-2,-Bk| Bcl-w), mindestens BH1 und BH2.
Proapoptotisch wirksame Proteine verfliigen entwéber die Doménen BH1-BH3, oder nur die BH3-

Domane. Letztere lassen sich weiter in Sensibdreat und Aktivatoren unterteilen.
(Modifiziert nach [118]).

Die Mechanismen der Apoptoseregulation durch BEIr@teine sind vielfaltig und komplex
[121], [115]. Eine wichtige Rolle kommt dabei zweifelsohne derot@in-Protein-

Wechselwirkung zu. Uber die BH-Domanen konnen diersehiedenen Bcl-2-Proteine
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miteinander interagieren, Komplexe aus Homo- undekdelimeren bilden und sich so
wechselseitig in ihrer Funktionsausiibung beeinfingd22], [123], [124]. Dabei gibt es relativ
einfache Mechanismen, bei denen infolge der Bindzings Bcl-2-Proteins an ein anderes, sei es
ein Apoptosesuppressor oder -promotor, das gebenBeotein in seiner Funktionsausibung
inhibiert wird. Antiapoptotisch wirkende ProteinBgcl-2, Bcl-X., Mcl-1, Bcl-w und Bfl-1,
binden und hemmen proapoptotische Proteine, wieB&éi8-only Aktivatorproteine, Bax und
Bak, mit einer hohen Affinitat [118]. Andersheruraten BH3-only-Proteine in Wechselwirkung
mit antiapoptotischen Vertretern und wirken durcle dverhinderte Inhibierung der
proapoptotischer Proteine letztendlich proapopthti$So bindet Bad selektiv Bcl-2, Belk-Xind
Bcl-w. Bim, Bid und Puma sind dagegen in der Lalie antiapoptotischen Vertreter durch
Bindung zu hemmen [118]. Es gibt aber auch kompiekéechanismen der Molekulinteraktion.
Es konnten Komplexe aus Suppressoren und Promotoaehgewiesen werden, die ihre
jeweiligen Funktionen inhibieren, sodass die ehishde Suppressor-Promotor-Relation die
Empfindlichkeit der Zelle zur Apoptoseinduktion éehiniert [125], [121]. Auch andere
zellulare Moleklle werden durch Bcl-2-Proteine gaden, dadurch an der Interaktion mit ihrem
entsprechenden Target gehindert und so in ihrektiunalitét inhibiert. Durch Bindung an
Apaf-1 blockiert Bcl-X die Bindung der Procaspase-9 an Apaf-1. Auf dM&sgse wird die
Bildung des Apoptosoms und konsekutiv die Aktivieguder Caspasen verhindert, wodurch Bcl-
X antiapoptotisch wirkt [126]. Ein weiterer Wirkmeatismus der Bcl-2-Proteine liegt in der
Modulation der Freisetzung proapoptotisch wirkenéaktoren. Bcl-2 konnte an der aul3eren
Membran von Mitochondrien, dem EndoplasmatischetikBem und der nuklearen Membran
lokalisiert werden. Dort ist es in der Lage Schadendem jeweiligen Kompartiment zu
registrieren und die Freisetzung apoptoseforderfrd&toren, wie den Apoptose-induzierenden
Faktor AIF, zu fordern [117], [127], [128]. Nachk#vierung von Bax und Bak kommt es zur
Bildung von Homo-Oligomeren und zur Formung derelisrbeschriebenen PTP [129], durch
welche proapoptotische Molekile, wie Smac und Qytom c, ins Zytoplasma gelangen.
Dartber hinaus scheinen antiapoptotisch wirkendetréfer die Bildung mitochondrialer
Sauerstoffintermediate zu verhindern und die Cattiomdostase zu modifizieren [115].

Die Aktivitat der Bcl-2-Proteine wird durch die leéis beschriebenen Wechselwirkungen
untereinander reguliert. Das Verhéltnis von Apoetaisibitoren zu -promotoren bestimmt die
Sensibilitat der Zelle zur Apoptoseinduktion. Eirerstarkte oder verminderte Transkription der
kodierenden Gensequenzen verlagert das Inhibimmetor-Gleichgewicht auf die eine oder
andere Seite. Unter dem Einfluss von Zytokinen, Ngaemsfaktoren und anderen

Uberlebenssignalen verschiedener Level wird dien3kaption tberlebensférdernder Gene
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hochreguliert [130], [131]. Desweiteren wird die tAk&at der Bcl-2-Proteine auch
posttranslational modifiziert. Bad wird so zum Bé#& durch seine Dephosphorylierung
aktiviert [132]. Auch Caspasen sind an der Aktiviey der Bcl-2-Proteine beteiligt. Wird der im
Zytoplasma lokalisierte Apoptosepromotor Bid (BHferacting-Domain Death Agonist)
proteolytisch von Caspase-8 gespalten, entstehbkiage Fragment tBid (truncated Bid), das
den Cytochrom c-Release triggert und dadurch pratatiech wirkt. Die Spaltung von Bid stellt
eine Verbindung von extrinsischem und intrinsisch&ngnalweg dar. Inzwischen konnte
nachgewiesen werden, dass auch andere MolekulEathigkeit der Bid-Aktivierung besitzen:
andere Caspasen, wie Caspase-3, andere Protease@ramzym B und lysosomale Proteasen
[133], [134], [135]. Bid dient demnach generell &tgegrator und Verstarker verschiedener
apoptotischer Stimuli. Infolge der proteolytisch8paltung von Bcl-2 durch Caspasen wird
dagegen seine apoptosehemmende Funktion aufgehdbtwliese Weise kommt es zu einer
Verschiebung des Bcl-2-Gleichgewichtes zugunstenAgeptose. Dadurch wird die Apoptose
Uberhaupt erst ermoglicht und zusatzlich in ihrasfihrung verstarkt.

1.2.6.2. ,Inhibitor of apoptosis“-Proteine

Die IAP, ,Inhibitor of Apoptosis“-Proteine, sindre@ wichtige Familie von Proteinen, die als
intrinsische Regulatoren vor allem die Aktivitatrdeéaspasen mafigeblich beeinflussen [136].
IAPs sind in der Lage den Zelltod auch nach Aktiieg der Caspasenkaskade zu verhindern,
unabhangig davon, ob er durch extrinsische odemsgische Trigger induziert wurde [137],
[138], [73]. Die IAPs sind die einzigen endogenerotéine, die es vermdgen sowohl
Initiatorcaspasen (Caspase-9), als auch Effektpasssn (Caspase-3 und -7) zu hemmen.

Neben der Caspaseninhibition umfassen die Funkiialer |IAP-Proteine die Regulation des
Zellzyklus sowie die Modulation der rezeptorverglittn Signaltransduktion. Nach ihrer
erstmaligen Entdeckung beim Baculovirus [73] wurdewischen acht humane Mitglieder der
IAP-Familie identifiziert: NIAP (BIRC1/NLRB), c-IAR (human IAP2/BIRC2,) c-IAP2 (human
IAP1/BIRC3), X-linked IAP (X-IAP/BIRC4), Survivin BIRC5), Livin (melanoma-
IAP/BIRC7/KIAP), Testis-spezifisches IAP (Ts-IAPLR-2/BIRC8) und Apollon (baculoviral
IAP repeat (BIR)-containing ubiquitin-conjugatingzgme /BIRC6) [139], [140], [141], [142],
[143]. [144]. Abbildung 7 gibt einen Uberblick itbdie Vertreter der IAP-Familie mit ihren

Sequenzmotiven und Funktionalitaten.
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IAP-Vertreter Sequenzmotive Funktionen
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Abbildung 7:Die IAP-Familie. Acht humane IAP-Familienmitglieder wurden idemtdrt: NIAP, c-IAP1, c-
IAP2, XIAP, Survivin, Livin, Testis-spezifisches PA(Ts-IAP) und Apollon (hier nicht dargestellt). eDi
jeweiligen Proteine weisen in ihrer Struktur veisdene Sequenzmotive auf, die den Proteinen
unterschiedliche Wechselwirkungen ermdglichen. Ubier BIR-Domane, die die Familienzugehorigkeit
definiert, werden die Caspaseninhibition und diedBing proapoptotischer Faktoren, wie XAF1, Smac und
Omi, ermdglicht. Die zweite wichtige Funktion demiguitinierung wird durch die RING-Zink-Finger-
Struktur vermittelt. Weitere Strukturmotive sind:ied CARD-Sequenz, Coil-Struktur, Nukleotid-

Bindungssequenz, sowie eine Leucin-reiche Domane.
(Modifiziert nach [147].)

Fur die Familienzugehoérigkeit definierend ist diexidlenz einer 70-80 Aminosauren
umfassenden Domane, der ,Baculovirus IAP RepeaR(Bomane. Die BIR-Doméne besteht
aus einer charakteristischen Cystein- und Histalaimen Sequenz, die im gefalteten Protein mit
Zinkionen Komplexe bildet. Die humanen IAP-Vertret®esitzen mindestens eine (Survivin,
Livin, Apollon Ts-IAP), maximal drei BIR-Doméanen (AP, clAP1, clAP2, XIAP). Diesem
Strukturmotiv wird die Fahigkeit zur direkten Irag&tion mit den Caspasen zugeordnet, wobei
sich die Inhibitionsmechanismen abhéngig von desp@sen und BIR-Domanen noch weiter
unterscheiden [145], [146], [147Pie BIR2-Domane ist in der Lage die Effektorcaspase
Caspase-3 und -7 zu hemmen. Dabei scheint eineinpaibxder BIR2-Doméane gelegene
.Linker‘-Domane ebenso relevant wie die eigentlidBBR-Domane [148], [149], [150]. Im
BIR2-C3-C7-Komplex erstreckt sich die Linker-Domditeer die aktiven Zentren der Caspasen
und verhindert so die Substratbindung infolgeistber Behinderung. Zur Hemmung der
Aktivitdt der Caspase-3 scheint dies zu genugen.d@l Inhibition der Caspase-7 bedarf es
zusatzlich der BIR2-Doméane, um eine ausreichendabilsierung der Interaktion zu
gewahrleisten [151]. Die BIR3-Doméne von XIAP, dPA c-IAP2 [152], [153] und die single-
BIR-Doménen von Livin [154] und Ts-IAP [155] verngin die Caspase-9-Inhibition. Dabei
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vermag die BIR3-Domé&ne sowohl die ungebundenetiirglkals auch die bereits im Apoptosom
gebundene Caspase-9 zu inhibieren [156].

Zusatzlich zur BIR-Doméane weisen alle IAP-Proteiaef3er Survivin, weitere funktionelle
Domaénen in ihrer Struktur auf. Einige 1APs besiteame “Caspase Activating and Recruitment
Domain” (CARD), die Protein-Protein-Interaktionenitneiner Vielzahl von Proteinen mit
Relevanz fur die Zellzyklusregulation ermdglich6F]. Die C-terminal lokalisierte RING-Zink-
Finger-Struktur (RZF) dient als Adaptermolekil Zindung von Targetproteinen in einem
Multikomponentenkomplex und besitzt E3-Ubiquitimggaktivitat [147]. Dadurch kénnen
Caspasen [158] und sekundare, mitochondriale Casphksvatoren, wie Omi oder Smac/Diablo
[159], [160] durch Bindung von Ubiquitin markierhd anschliel3end im Proteasom abgebaut
werden [161].

1.2.7. Apoptose vs. Nekrose

Der Zelltod kann auf verschiedene Art und Weisdretan. Dabei werden in der Literatur vor
allem 2 Formen gegenubergestellt: Apoptose und déeki162].

Die Apoptose wird als zellularer Prozess aktiv \e@n betreffenden Zelle selbst durchgefihrt.
Ultrastrukturell ist sie gekennzeichnet von Zytgoaschrumpfung, Erhalt der

Membranintegritdt, Abwesenheit einer Entzindunddie@a kondensiertem, randstandigen
Chromatin im Zellkern, oligonukleosomaler DNA-Fragmtation sowie finaler Zelldesintegraion

durch Zytoplasmafragmente (Apoptotic bodies) [38)l{. 8).

Zellschrumpfung, Blebbing,

Apoptotic bodi
Deformation Budding RORLONG, Podios

o (@

-> ,}'/’7‘*‘)@_, Apoptose

vitale
Zelle

=  Nekrose

Nukleus- & Verlust der B
Zellschwellung Membranintegritat,
selten blebbing

Zelllyse

Abbildung 8:Morphologie der Apoptose und Nekrose.
Modifiziert nach [28], [163].
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Die Nekrose wird dagegen als relativ unkontroléerProzess betrachtet, der unspezifisch auf
eine Zellschadigung von aul3en, beispielsweise dtnatmatische Beschadigung oder nach
Exposition hoher Konzentrationen toxischer Substapausgeltst wird. Irreversible Schadigung
der Plasmamembran mit Verlust der Membranintegrithitochondriale Dysfunktion und
Zelllyse charakterisieren den nekrotischen Zell{@db. 8). Die Nekrose geht mit einer
inflammatorischen Begleitreaktion einher, da inélder Zellschwellung die Plasmamembran
rupturiert und Zytoplasma sowie Zellorganellen endextrazellularraum gelangen, die durch
freigesetzte Zytokine zu einer lokalen Entzinduegktion fihren [164].

Im Vergleich zur Apoptose scheint die Nekrose weniglurch biochemische Prozesse
kontrolliert und reguliert zu sein. Dennoch wer@erech fiir den nekrotischen Zelltod zunehmend
Aktivierungs- und Regulationsmechanismen ebenso Meéknipfungen zwischen beiden
Zelltodesformen identifiziert. Abhangig vom physigischen Zustand der Zelle kann ein
Stimulus entweder Apoptose oder Nekrose induziebea. Aktivierung von Todesrezeptoren
fuhrt meist zum Tod durch Apoptose, kann aber anaen nekrotischen Zelltod minden [73].
Bei beiden Formen des Zelltodes zeigt sich ein dtemther Verlust des mitochondrialen
Membranpotentials A,), was darauf hindeutet, dass das Mitochondrium beiden
Mechanismen eine entscheidende Rolle spielt. AuthMéechsel von einer Form des Zelltodes
zur anderen ist mdglich. Dafur entscheidende Fektacheinen das ATP-Level sowie die
Anzahl verfugbarer Caspasen zu sein. Einige Autagehen davon aus, dass nach einer
ausreichenden zytotoxischen Schadigung jeglichert Amnéchst das apoptotische
Selbstmordprogramm eingeleitet wird. Ist die Scbédg jedoch zu grol3 oder die zellulare
Energieversorgung unzureichend geht die Zelle nislktozugrunde [4].

Im Vergleich zur Nekrose ist die Apoptose die hgerfe Form des Zelltods. Neben der Apoptose
und Nekrose gibt es noch eine Reihe weiterer Zidiarten: Onkose, Pyroptose [165],
Seneszenz, Autophagie und die mitotische Katasér¢p8]. Auch der Begriff der ,Nekroptose*
exsistiert inzwischen als Bezeichnung fur die resgté Nekrose [166].

Im Rahmen dieser Arbeit wird vereinfacht jeder #@el| der nicht durch Apoptose erfolgt als
Nekrose betrachtet.
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1.2.8. Apoptose in der Therapie maligner Erkrankungn

Chemotherapeutika sind Wirkstoffe mit verschiedeAewgyriffspunkten auf zellularer Ebene.
Meist fuhren sie durch Eingriffe in den Zellzyklder Tumorzelle zum Zelltod durch Induktion
der Apoptose [167]. Chemotherapiesensitive Tumariehnen sich haufig durch schnelles
Wachstum aus. Beim Burkitt-Lymphom, mit einer Tumesdopplungszeit von ca. 1 bis 1,5
Tagen, zeigt sich so ein deutlich besseres Chemagtieansprechen als beispielsweise bei einem
Bronchialkarzinom, das mit einer Tumorverdopplumgiszon ca. 80 bis 90 Tagen kaum durch
Chemotherapie heilbar ist. Dies weist darauf hiassd wachstumskinetische Aspekte der
Tumorzellen fur die Tumorchemotherapie, die in déblauf des Zellzyklus vor allem
proliferierender Zellen eingreift, von grol3er Betlgg sind [12]. Auch die Apoptosesensibilitat
des gesunden Gewebes, dem der Tumor entstamnmji&drmit der Chemotherapiesensibilitat
des Tumors. Knochenmarkzellen, die zu den Ernegegeweben mit hohem
Proliferationsumsatz gehoren, reagieren sensibél emoe Apoptoseinduktion, sodass bei
hamatologischen Krebserkrankungen der Apoptosetiaultlir den Therapieerfolg eine grol3e
Bedeutung zukommt [168]. Gleichzeitig ist gerade fgaund dieser ausgepragten
Apoptosesensibilitat die chemotherapieinduzierte odkrenmarksdepression haufig der
limitierende Faktor in der Therapie anderer Tumokéit wachsendem Verstandnis der
molekularen Grundlagen der ,Fehlfunktionen der Tumebe* konnen spezifische
Angriffspunkte fur neue Zytostatika identifiziertewden. So hofft man durch den Angriff auf
definierte molekulare Angriffspunkte (z.B. abnor@ignalproteine) eine héhere Selektivitat der
Zytostatika zu erzielen, um dadurch Nebenwirkungemmindern und Resistenzen zu umgehen
[169], [170], [171].

1.2.8.1. Therapieresistenz

Es gibt verschiedene Ursachen, die zu einem Wirkerdust eines Zytostatikums und damit zu
einer Chemotherapieresistenz fuhren konnen. Dekwgsverlust kann auftreten, wenn die
optimale Dosis aufgrund zu starker unerwiinschtekdvigen nicht gegeben werden kann. Auch
wenn das Zytostatikum das Korperkompartiment, imdsich der Tumor befindet, nicht

erreichen kann, ist als Folge die Ausbildung eipkarmakokinetischen Resistenz maoglich.
Spezifische zellulare Resistenzmechanismen kénmitge von Mutation und Selektion von

resistenten Tumorzellen unter der Therapie entsteAbbildung 9 zeigt eine Ubersicht uber
maogliche Ursachen zellularer Resistenz [12].
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Spezielle Transmembranproteine verhindern durchivest Ausschleusen verschiedener
Zytostatika aus der Krebszelle heraus, dass diemGterapeutika an ihre Targets im
Zellinneren binden konnen. Zu diesen sogenanntenltipfe Drug Resistance” (MDR)-

Proteinen, die Resistenzen gegen viele Medikamemteirsachen koénnen, gehdren das
Glykoprotein P-170, ein "ATP-binding cassette" (ABTGansporter und die MDR assoziierten
Proteine (MRP) [172], [173], [174].

Abbildung 9: Ubersicht  mdglicher  zellularer

Resistenzmechanismen Eine Zytostatikaresistenz kann

erzielt werden durch: (1) verminderte Zytostatikdr@ahme
(z.B. durch den Folattransporter bei Methotrexa®)

aktiv inaktiv

inzktiv@ ale)tiv

verstarkte Inaktivierung des Zytostatikums (z.B.i be
Uberexpression der Bleomycin-Hydrolase), (3) veduite
Aktivierung des Zytostatikums (v.a. bei Antimetaben), (4)
verstarkte DNA-Reparatur (z.B. bei Alkylantien), ) (5
Hemmung der Bindung des Zytostatikums durch
Veranderung des Zielsubstrats, (6) Uberexpressies
Zielproteins oder (7) einen verstarkten Auswartstport des
Zytostatikums aus der Ze.

(Adaptiert nach [12].)

Defekte in der Apoptosekaskade spielen nichtbmirder Tumorgenese, sondern auch bei der
Therapieresistenz eine mal3gebliche Rolle. Haufigni® in resistenten Tumorzellen ein
erhohtes Bcl-2-Level beobachtet werden. In dieséltefr kann ein Chemotherapeutikum nur
dann signifikant Apoptose in den Tumorzellen inéoven, wenn der Apoptoseweg unabhangig

diesem betroffenen Apoptosefaktor durchlaufen wird.
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1.3. Titanocene

Nach der Entdeckung der antitumorellen Eigenschaften cis-Diammindichlorplatin(ll),
bekannt alscis-Platin, Ende der sechziger Jahre des vergangestaiuhderts wurden viele
weitere organo-metallische Verbindungen hinsichtlithres antikanzerogenen Potentials
untersucht [175]. Zu dieser Gruppe der Metallocgekoren die Titanocene. Titanocene sind
Komplexverbindungen bestehend aus zwei Cyclopesgttingen auf gegentberliegenden
Seiten eines zentralen Titanatoms (Abbildung 10gs® Art der Verbindungen werden als

Sandwichverbindungen bezeichnet und haben dienadlgee Form: M(Cp)

|
h

@ Abbildung 10:Allgemeine Strukturformel der Titanocene

Titanocen-Dichlorid ist das am besten untersuch&taNbcen. Die vielversprechende vitro-
Wirkung konnte jedoch in durchgefiihrten Phase | lv®tudien nicht bestatigt werden, sodass
versucht wurde durch Modifikation der Molukilstruktdie Wirksamkeit noch zu verbessern
[176], [177], [178]. Chemiker der Arbeitsgruppe Brofessor Gansauer vom Kekulé-Institut flr
Chemie und Biochemie der Rheinischen-Friedrich-@litrUniversitat in Bonn synthestisierten
eine neuartige Gruppe von Titanocenen mit aul3emtirdleen biologischen Eigenschaften.
Daruber hinaus entwickelten sie eine neuartige If&g@strategie zur Darstellung verschiedener
Titanocenester- und Titanocenamid-Verbindungenhdden Einsatz kombinatorischer Chemie.
Zur Untersuchung des zytotoxischen Potentials digsebindungen stellten sie mir eine Reihe

verschiedener Titanocenderivate zur Verfliigung.

1.3.1. Darstellung

Als Ausgangssubstanz fur die Herstellung der Titand2erivate dient Titantetrachlorid, eine
reaktive Verbindung, die als starke Lewis-SaurektwiNach Substitution der Chloridliganden
durch Cyclopentadienylanionen erhalt man Titanocemrrch weitere Variation der
Substituenten am Cyclopentadienylligand koénnen gieysikalischen und chemischen

Eigenschaften der Titanocene zuséatzlich modifizientden [179].
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1.3.2. Verwendung in der Chemie

Titanocene finden eine breite Verwendung in der miibe Sie haben eine katalysatorische
Funktionen bei einer Vielzahl von Reaktionen. Sejspielsweise, bei der Offnung von
Epoxiden mittels Titanocenen durch einen Ein-Elakdn-Transfer, der Olefinpolymerisation
nach Ziegler [180] oder der Tebbe-Reaktion, beiCamhonylen und Carboxylen zu terminalen
Alkenen umgesetzt werden. Auch bei der Radikalggueg werden zum Teil niedervalente
Titanocene verwendet. Cholesterinsubstituiertesanbiten dient als Gelator organischer

Loésungsmittel [179].

1.3.3. Titanocene in der Krebstherapie

Nach dem erfolgreichen Einsatz von Cisplatin alsogiatikum in einem breiten Spektrum von
Tumorerkrankungen wurden in den folgenden Jahremsclieedene organometallische
Verbindungen auf ihre Aktivitaten gegeniber Tumonatersucht. Getestet wurden Vanadium,
Niob, Molybdan und Eisenverbindungen, aber auchpittauppen-Metallocene von Zinn und
Germanium [181], [182]. Es konnte gezeigt werdemssddiese Komplexe eine Aktivitat in
einem breiten Spektrum besitzen, wie z. B. gegeazisf)e Melanome, Karzinome und Tumore,
gegen Lungen-, Darm- und Brustkrebs [183]. Von raligetesteten Metallocenen ist das
Titanocendichlorid das aktivste. Aul3erdem zeigtselieKomplex im Gegensatz zu Cisplatin
keine Nephrotoxizitat oder Myelotoxizitat im Tiergech.

1.3.4. Mogliche Wirkmechanismen

Uber den Wirkmechanismus besteht nach wie vor UWh&la Mdglicherweise kommt der
Hydrolyse von Titanocenen im wassrigen Medium, dkeatlich schneller als die von Cisplatin
verlauft, eine Schlisselrolle zu. Nachgewiesen slied Wechselwirkung mit der DNS bzw.
DNS-verarbeitenden Enzymen und die Anreicherungladt@nkomplexe in nukleinsaurereichen
Regionen des Tumors [184]. Die Untersuchung einescMing aus 5-AMP und 5-TMP mit
Titanocendichlorid zeigt, dass der Komplex die Westeffbriickenbindungen des A-T-
Basenpaares spaltet. Dies kdnnte einen Teil démemmlastischen Aktivitat ausmachen [182].
Auch andere Angriffspunkte wurden fur die Metallbeediskutiert. Experimente zeigten, dass
Titanocene Enzyme, wie die Proteinkinase C [188], Zellwachstum regulierendes Enzym,
ebenso wie die Topoisomerase Il, ein Enzym mit beaheler Rolle bei der DNS-Replikation,
inhibieren kénnen [186Eine weitere Hypothese ist, dass Transferrin, dasisportprotein fur
Eisen(lll), als Trager fur Titanocene fungiert. Aloh wie bei Eisen wird bei hohen pH-Werten

(Blut) Titanocen gebunden und bei niedrigen pH-\&er(Zelle) wieder freigesetzt. Somit
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konnte Transferrin eine wichtige Bedeutung als $pamtmolekul von Titanocen oder Titan zu
den Tumorzellen zukommen [187]. Eine weitere Whidkust die Reduktion von Angiogenese
und Biosynthese von Kollagenproteinen nachgewiasevivo bei chorioallantoider Membran
von Hiuhnerembryonen. Wobei genauere MechanismendismdRelevanz fir die Antitumor-
Aktivitat noch unbekannt sind [176]. Weiterhin wardachgewiesen, dass Titanocendichlorid
eine Wirkung gegen Tumore zeigt, die gegen Cigplatesistent sind und dass

Titanocendichlorid neben der zytostatischen Wirkangh eine antivirale Wirkung besitzt [188].
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2. Ziel der Arbeit

Die erfolgreiche Therapie von malignen Erkrankungestit fir die moderne Medizin eine grol3e
Herausforderung dar. Trotz verbesserter Theraptenea Krebserkrankungen, nach Herz-
Kreislauferkrankungen, auf dem zweiten Platz deufigdten Todesursachen der westlichen
Welt. Eine deutliche Verschlechterung der Prognasg ein, wenn bei den maligne
transformierten Zellen Resistenzen gegen herkénmmliChemotherapeutika aufgetreten sind.
Daher liegt ein Hauptaugenmerk der Forschung inEsiewicklung neuer Substanzklassen, die
in der Lage sind Zytostatikaresistenzen zu tUberannd

In der vorliegenden Arbeit soll die Wirkstoffklassder Titanocene hinsichtlich ihrer
biologischen Aktivitat und ihres zytotoxischen Rudials in malignen Zellen untersucht werden.
Dazu sollen die Fahigkeit zur Wachstumshemmung Apaptoseinduktion und der allgemeine
Zelltod detektiert werden. Die Bedeutung von Nekrosid Apoptose fir die Wirkung dieser
Substanzen soll differenziert werden. Unter Verwengdgeeigneter Experimente sollen Signale
und Prozesse aus verschiedenen Phasen der Apomokgewiesen werden, um eindeutige
Aussagen UuUber den Mechanismus des induzierten odetit treffen zu kodnnen. Die
Apoptosemessungen sollen mit verschiedenartigenpedsgnszelllinien und adharenten
Zelllinien erfolgen, um eine erste grobe Einschéggues Wirkspektrums treffen zu kénnen.
Speziell soll die Wirksamkeit der Derivate auf péima Zellen von Patienten mit einer akuten
lymphoblastischen Leukamie (ALL) im Kindesalter indergleich mit herkdmmlichen
Zytostatika untersucht werden. Auchn vivo soll die Wirksamkeit getestet werden.
Darlberhinaus soll der Mechanismus der titanocemziietten Apoptose charakterisiert werden,
um eine Einordnung in den entsprechenden Apopttsepy vornehmen zu kdnnen. Dabei soll
auch der Einfluss von anti- und proapoptotischektdfan auf den Apoptosemechanismus
untersucht werden. Fir die vorliegenden Titanocewate soll eine Strukturwirkungsbeziehung
erstellt werden um beurteilen zu kénnen, mit watcModifikationen eine Wirkungssteigerung

erreicht werden kann.
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3. Material und Methoden
3.1. Material

3.1.1. Gerate
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Bei den Untersuchungen wurden folgende Gerate vetete

Gerat

Hersteller

Zentrifuge 5804 R
Zentrifuge 5415 R
Sterile Werkbank LaminAir Model 1.2

Sterile Werkbank LaminAir Model HBB 2448

CO,-Brutschrank HERAcell® 150
Inversmikroskop Axiovert 40C

Waage CP 32025

Feinwaage BL 210S

CASY® CellCounter & Analysesystem
Photometer Multiskan Ascent;

mit Ascent Software Version 2.6
Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell
Power Pac HC

ChemiGenius 2 Bio-Imaging Systems;
mit GeneTools Match Software

FACS Calibur; mit CellQest-Software
Thermomixer comfort

Vortexer 7-2020

Rotamax 120

Eismaschiene ZBE 30-10
Pipettierhilfe Pipetboy acu
Pipettierhilfe Pipetus

Pipettierhilfe Accu jet

Pipetten Eppendorf Research;

in GrolRen: 1Qul, 20 ul, 200ul, 200 ul, 2000ul

Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, DE
Eppendorf, Wesseling-Berzdo#, D
Holten, AllerodK
Heraus,nda, DE
Thermo, Waltham, USA
Zeiss, Jena, DE
Sartorius, Gottingen, DE
Sartorius, Gottingen, DE
Innovatis, Bielef, DE
Thermo, Waltham, USA

Biorad, Munoh®E
Biorad, Minchen, DE
Syngene, Cambridge, UK

Becton Diclons Heidelberg, DE
Eppendorf, Wesseling-BerzdDH,
Neolab, Heidelberg, DE
Heidolph Instruments, Schwabach, DE

Ziegra, Isernhagen, DE
IBS Integra Biosciendeshberg, DE
Hirschmann Laborgerate, bteihn, DE
Brand, Wertheim, DE

Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, DE
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3.1.2. Verbrauchsmaterialien
Bei den Untersuchungen wurden folgende Verbrauctestaken verwendet:

Material Hersteller

Serologische Einmal-Pipetten; Becton Dickinson, Heidelberg, DE

in GroRen 2 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml

Pipettenspitzen epT.l.P.S. Eppendorf, Wesseling<Bef, DE
Transfer-Pipette 3,5 ml Sarstedt, Numbrecht, DE
Zellkulturflaschen 25, 75, 150 ém Becton Dickinson, Heidelberg, DE
Zellkulturplatten mit 6, 12 und 96 Becton Dickinson, Heidelberg, DE
Vertiefungen; Flachboden

Zellkulturplatten mit 96 Vertiefungen; Becton Dickinson, Heidelberg, DE
Rundboden

Zentrifugenrdéhrchen: 15 ml, 50 ml Becton Dickinsbieidelberg
Zentrifugenrdéhrchen mit V-Boden Sarstedt, TechnplBgrk, AUS
Kryoréhrchen 1 ml Nunc, Thermo Fisher ScientifiosRilde, DK
CASY® Cups Innovatis, Bielefeld, DE
Rundbodenréhrchen 5 ml Becton Dickinson, HeidelpBig
Protran Nitrocellullose Transfer Membran Bioscieme Dassel, DE
Spacer-Platten: 1,5 mm, 0,75 mm Biorad, Munchen, DE

3.1.2. Chemikalien und Reagenzien

Chemikalie / Reagenz Hersteller

Acrylamid Carl Roth, Karlsruhe, DE
Ammoniumchlorid Merck, Darmstadt, DE
Ammoniumpersulfat (APS) Carl Roth, Karlsruhe, DE
3-Mercaptoethanol Carl Roth, Karlsruhe, DE
Bicoll Separating Solution Biochrome AG, Berlin, DE
Bovine Serum Albumin (BSA) Sigma, Saint Louis, USA
CASY®ton-Messlosung Innovatis, Bielefeld, DE

Complete Protease Inhibitor-Cocktail Roche Diagko#annheim, DE
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Chemikalie / Reagenz

Hersteller

DNA-Molecular Wight Marker (Rainbow,
full range)

DNA-Molecular Wight Marker

(wide range)

Dimethylsulfoxid (DMSO)

ECL Western Blotting Detection

EDTA

Essigsaure

Ethanol

Fetales Kélberserum (FKS)

Ficoll

Formaldehyd> 37 %
Glycin

JC-1
Kaliumhydrogencarbonat
Magermilchpulver
Natriumazid

PBS

Penicillin (1000 U/ml) /
Streptomycins (1000g/ml)
Ponceau-Rot
Propidiumiodid

RNAase A

SDS

Super Signal West Pico ECL-Substrate
TEMED

Tris

Triton X-100

Trypanblau 0,4 %
Trypsin

Tween 20

Amersham Biosciences, Freiburg, DE

Sigma, Saint Louis, USA

Serva, Heidelberg, DE

Amersham Bioscier®eckinghamshire, UK
Serva, Heidelberg, DE

Merck, Darmstadt, DE
Merck, Darmstadt, DE

Gibco, Invitrogene, Katig, DE

Serva, Heidelberg, DE

Carl Roth, Karlsruhe, DE

Serva, Heidelberg, DE

Moleculare Probes, Invitrogene, Karlsruhe, DE
Merck, Darmstadt, DE

Carl Roth, Karlsruhe, DE

Merck, Darmstadt, DE

Merck, Darmstadt, DE

Biochrom AG, Berlin, DE

Carl Roth, Karlsruhe, DE
Serva, Heidelberg, DE
Qiagen, Hilden, DE
Serva, Heidelberg, DE
Pierce, RodkfdSA
Carl Roth, Karlsruhe, DE
Carl Roth, Karlsruhe, DE
Merck, Darmstadt, DE
Sigma-Aldrich, Miinchen, DE
Sigma-Aldrich, Steinheim, DE
Merck, Darmstadt, DE
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3.1.3. Zytostatika

Zwolf verschiedene Derivate der neuen Wirkstoffkader Titanocenverbindungen wurden von
der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Andreas Gansauam Kekulé-Institut fir Organische Chemie
und Biochemie der Rheinischen Friedrich-Wilhelm-dmsitat synthetisiert und zur
Untersuchung bereitgestellt. Es handelt sich umdirkstoffe mit den Namen: Ti 2, Ti 3, Ti 4,
Ti6, Ti7, Ti8, Ti9, Til9, Ti 25, Ti26, Ti 2@nd Ti 34

Herkdbmmliche Zytostatika

Herkunft

Zytostatikum

Zytostatikaklasse

Daunorubicin

Anthracyclin

Pfizer Pharma, Berlin, DE

Doxorubicin Anthracyclin Cell pharm, Bad Vilbel, DE
Idarubicin Anthracyclin Pharmacia, Berlin, DE
Cytarabin Nukleosidanalogon Cell pharm, Bad Vilbel, DE
Vincristin Mitosehemmer

Cell pharm, Bad Vilbel, DE

3.1.4. Antioxidantien

Antioxidanz Hersteller

N-Acetyl-L-Cystein Sigma-Aldrich, Minchen, DE
Sigma-Aldrich, Minchen, DE

Sigma-Aldrich, Minchen, DE

Thiouria

Katalase

3.1.5. Nahrmedien

Medium Hersteller

RPMI 1640 supplementiert mit 10 % FKS, Invitrogen, Karlsruhe, DE
1 % Penicillin/Streptomycin

DMEM supplementiert mit 10 % FKS, 0,4 Invitrogen, Karlsruhe, DE

mg/ml Geneticin
Einfriermedium 10 % (v/v) DMSO, 90 % (v/v) FKS hesgellt im Labor der

AG Prokop
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3.1.6. Zellen
3.1.6.1. Zelllinien

Suspensionszellen

Suspensionszellen wachsen nicht-adhérent als Egllel oder in Form von Kolonien in
Suspension. Sie stammen meist von Zellen des Imystermas oder deren Vorlaufern ab. Sie
wurden in komplettiertem RPMI 1640 (Roswell Parknviial Institute) kultiviert.

BJAB

Diese Zellinie wurde von einem humanen Burkitt-Lyromp kultiviert und als Zelllinienpaar
BJAB-Mock und BJAB FADD-/- verwendet. Die BJAB FADBD Zellen sind mit pcDNA3-
FADD-/- transfiziert worden. Sie exprimieren einentinant-negative FADD-Mutante, der die
N-terminale DED-Doméne fehlt [189], so dass der &D6rmittelte Apoptosesignal-
transduktionsweg komplett blockiert wird. Die BJABck Zellen wurden mit einem pcDNA3-
Primer ohne FADDdn-Gen transfiziert. Die Expressides funktionalen FADD ist hier
unverandert [190]. Unter bestimmten Bedingungen nkdn diese Suspensionszellen auch
adharent werden. Im Organismus konnen sie solideofe ausbilden.

Nalm6
Bei Nalm6-Zellen handelt es sich um eine Zellliags humanen leukamischen B-Vorlaufer-
Zellen [191]. Die Zellen stammen von einem Pagantnit einem ALL-Rezidiv. Es sind

Suspensionszellen mit einer Verdopplungszeit vor3éatunden.

Reh

Aus humanen B-Vorlaufer-Leukamiezellen wurde diéelllinie etabliert. Die Zellen wurden
aus peripherem Blut einer Patientin mit dem Rezeaner akuten lymphoblastischen Leukamie
kultiviert. Die Zellen wachsen in Suspension alsnZgeizellen oder als Kolonie. lhre

Verdopplungszeit betragt ca. 50-70 Stunden.

Jurkat

Bei Jurkat-Zellen handelt es sich um eine humanékdmische T-Zelllinie. Sie wurde aus dem
peripheren Blut eines Patienten mit dem erstenidReziner akuten lymphoblastischen

Leukamie (ALL) etabliert [192]. Die Zellen wachsals Einzellzellen oder in Zellverb&nden in

Suspension. Ihre Verdopplungszeit betragt 25-3mdn. Es wurde das Zelllinienpaar Jurkat

neo / SMAC verwendet. Durch Transfektion eines ilds mit entsprechender Gensequenz
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wird in der Jurkat SMAC-Zelllinie das proapoptotisc SMAC-Protein tberexprimiert. Die

Jurkat neo-Zellen wurden mit einem leeren Plasnaidsfiziert.

HL60

Die HL60-Zelllinie wurde aus humanen AML-Zellen lgliart. Diese runden Suspensionszellen
besitzen das Enzym Myeloperoxidase, welches beAdeptoseinduktion durch ROS eine Rolle
spielt [193].

Adharente Zellen

Adharente Zellen heften sich an Plastikoberflacken Zellkulturflaschen und wachsen als
zusammenhangende Zelllage in Form von Mono- oderltillgern. Sie zeigen eine
dichteabhangige Proliferationshemmung, die als #kinthibition bezeichnet wird. Adharente
Zelllinien leiten sich von Geweben ab, wie beispiatise Muskeln, Haut, Leber oder Niere. Die
adharenten Zelllinien werden in komplettiertem DMEDBulbecco’s Modified Eagle Medium)

kultiviert.

MelHO

MelHO-Zellen stammen von einem priméren humanefaMen (Hautkrebs). Es handelt sich
um epithelahnliche adharente Zellen mit langen stbm oft verzweigten Zellkérpern [194].
Ihre Verdopplungszeit betrdgt ca. 24 Stunden. DielH®-Zellen wurden mit dem Vektor
pPIRES (MelHO plres) und mit dem Bcl-2 Gen in pl@4elHO bcl-2) stabil transfiziert. Die
MelHO bcl-2 Zellen zeigen eine starke Uberexprassies Bcl-2 gegeniiber den MelHO plres

Zellen.

MCF-7

Von einem humanen Mammakarzinom (Adenoakanthomnreten die MCF-7-Zellen. Sie
wurden aus dem Pleuraerguss einer Patientin magstasiertem Mammakarzinom nach Radio-
und Hormontherapie kultiviert [195]. Sie zeigem @inschichtig adharentes Wachstum mit
einer epithelahnlichen Zellform. Die MCF-7-Zelleing Caspase-3-defizient, das bedeutet ihnen
fehlen funktionelle Caspase-3-Moleklle. Daraus Itesti ein Apoptosedefekt, der diese
Zelllinie sehr resistent gegenuber Chemotherapgutikacht. Die Zellen verfigen Uber

zytoplasmatische Ostrogen-Rezeptoren und haben\émndopplungszeit von ca. 50 Stunden.
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HepG2

Die Etablierung der HepG2-Zellen erfolgte aus eineamanen hepatozellularen Karzinom
(Lebertumor) [196]. Die epithelahnlich einschichtigachsenden, adharenten Zellen enthalten
kein B-Virus-Genom. Sie produzieren verschiedeneberypische Proteine. Ihre

Verdopplungszeit betragt ca. 50-60 Stunden.

3.1.6.2. Primare Zellen

Im Rahmen der "ALL-Rez-BFM 2002-Studie” wurden péin@ Zellen von Kindern mit einer
ALL-Ersterkrankung und mit dem Rezidiv einer ALL tarsucht. Die Zellen wurden aus
Knochenmarkaspiraten oder aus dem Blut von Venédpten isoliert. Die Proben stammen
von Patienten, die in der Klinik fir Padiatrie n8chwerpunkt Hamatologie/Onkologie der
Charité Berlin behandelt werden oder wurden. Die agnbse wurde durch

Immunophanotypisierung der Leukémiezellen entsgedBene et al. gestellt [197], [198].

3.1.7. Kommerzielle Kits

Kit Hersteller

Cytotoxiticy Detection Kit Roche, Mannheim, DE
BCA Protein Assay Kit PIERCE, lllinois, USA
Phosphatedylserine Detection Kit IQ Products, Grgen, NL
3.1.8. Puffer

Isolierung mononuklearer Zellen

Erythrozytenlysepuffer (10x) 1,5 M Ammoniumchbbri
0,1 M K-HCG;
1,27 mM EDTA mit dHO

Proteinpraparation

Lysepuffer 0,1 mM Tris/HCL
0,4 % (v/v) EDTA
0,1 % (w/v) Triton X-100
1 Tablette/50mI Complete Protease
Inhibitor-Cocktail
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SDS-Page
Sammelgel (5 %)

Trenngel (16 %)

Probenpuffer (5x)

Laufpuffer (10x)

5 % Acrylamid
0,1875 M Tris
0,1 % SDS
0,1 % APS
0,1 % TEMED

16 % Acrylamid
0,375 M Tris
0,1 % SDS
0,1 % APS
0,04 % TEMED

260mM Tris/ HCL, pH 6,8
40 % (v/v) Glycerin
12,5 % (v/v) B-Mercaptoethanol
400 mM DTT
0,004 % (w/v)Brompehenolblau
2 % (w/v) SDS

250 mM Tris (Base)
2 M Glycin
1 % (w/v) SDS

Western Blot

Transferpuffer

Waschpuffer (1x PBST)

Blockierpuffer

480 mM Tris (Base)
300 mM Glycine

1x PBS
0,05% Tween 20

5 % (w/v) Magermilchpulver
1x PBST
0,001 % (w/v) Nap

46
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Ponceau-Rot-Losung

Strippuffer

3.1.9. Antikorper

Primare Antikorper

0,5 % ( w/v) Ponceau-Rot

1 % (v/v) Essigsaure

0,1 M 3-Mercaptoethanol
0,2 M Glycin
0,05 % (v/v) Tween 20

47

Antikorper

Konzentration

Herkunft

Anti-Caspase-3
Anti-Caspase-9
Anti-PARP
Anti-3-Actin
Anti-Porin (VDAC)

1:500 Sigma, Saint Louis, USA
1:2000 R & D, Wiesbaden-Nordensit,
1:2000 BD Biosciences, Heidelberg, DE
1:5000 Sigma, Saint Louis, USA
9ug/ml Bender MedSystems, Wien, AT

Sekundare Antikorper

Antikorper

Konzentration

Herkunft

Anti-Mouse IgG HRP
Anti-Rabbit IgG HRP
Anti-Goat IgG HRP

1:2500 eBioscience,San DiegoAUS
1:2000 Promega, MinneapolisAUS
1:3000 Calbiochem, Merck, Darndst®E
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3.2. Methoden

3.2.1.Zellbiologische Methoden
Allgemeine zellbiologische Bedingungen

Alle im Folgenden beschriebenen Arbeiten mit Adtiklren wurden an einem Arbeitsplatz der
Sicherheitsstufe S1 unter sterilen Bedingungenia@r d&keinraumwerkbank mit autoklavierten
Materialien und sterilfiltrierten Losungen durchigieft. Gerate wurden vor Gebrauch an der
Werkbank mit 70 %igem Alkohol desinfiziert. Zum Agkluss einer Mykoplasmen-
Kontamination wurden die Zellkulturen regelmafligegéet. Bei den verwendeten Zelllinien
handelt es sich um Suspensionszellen oder Zellemdh@rentem Wachstum. Die Kultivierung
aller Zelllinien erfolgte im Brutschrank bei 37°Citfd % CQ-Gehalt und 95 % Luftfeuchte.
Zellpassagierungen wurden dreimal pro Woche duféihge Zur Verwendung der adharenten
Zellen wurden sie durch Behandlung mit Trypsin/EDITA 3-5 min bei 37 °C vom Boden der
Kulturflaschen abgel6st. 24 Stunden vor Versuchisibpegurden die Suspensionszellen auf eine
einheitliche Zellzahl von 4xf@ellen/ml eingestellt, um standardisierte Wachsioedingungen
zu erreichen. Firr die Apoptoseassays wurden dierZelor der Substanzzugabe auf 1X10

Zellen/ml verdinnt.

Isolierung mononuklearer Zellen

Von der Klinik fur Padiatrie mit Schwerpunkt Hamiatgie/Onkologie der Charité Berlin
wurden der Arbeitsgruppe Knochenmarkaspirate und &8lis Venenpunktionen von Patienten
der Klinik zur Untersuchung zur Verfigung gestelhus diesen Proben wurden die
mononukledren Zellen durch Dichtegradientenzergafion isoliert. Durch die Zentrifugation
mit Ficoll, einem nichtionischen, synthetischen yiaoér aus Sucrose, wandern Zellen hoher
Dichte, wie Erythrozyten und Granulozyten zum Rékrdboden. Monozyten, Lymphozyten und
Thrombozyten sammeln sich dagegen aufgrund ihesirigen Dichte im Buffycoat an (Abb.
11).

Fur die Versuchdurchfiihrung wurden die Vollblutpeoloder Knochenmarkpunktate mit RPMI
1640 auf ein durch funf teilbares Volumen verdidet5 ml des verdiinnten Patientenmaterials
wurden dann in einem Redcap-Rohrchen vorsichtig 4ilmel Ficoll Gberschichtet. Anschliel3end
erfolgte die Zentrifugation fur 18 min bei 6572§) °C und folgenden Zentrifugeneinstellungen:
Beschleunigung = 4/5 und Bremse = 0. Der entstandBoffycoat wurde mit einer

Pasteurpipette entfernt, in ein neues Rohrchenfiiimerund mit RPMI1640 gewaschen. Bei
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rotlich gefarbtem Buffycoat wurde nach zweimaligeWvaschen mit RPMI1640 eine
Erythrozytenlyse durchgefihrt. Dazu wurden die ételin 3 ml Erythrozytenlysepuffer fiur 2,5
min bei Raumtemperatur inkubiert. Durch die Zugatye 20mI Medium wurde die Lysereaktion
gestoppt. Nach nochmaligem Waschen mit RPMI164@levdie Zellzahl mit Hilfe des CASY
Cellcounters bestimmt.

Dichtegradientenzentrifugation
[

vorher nachher

Plasma-Phosphatpuffer-
4—T—— Gemisch

Knochenmarkaspirat /

Venenpunktat Buffycoat mit

mononukledren Zellen

Ficoll

Ervthrozyten, Granulozyten,
Debris

Ficoll

Abbildung 11:lsolierung mononuklearer Zellen durch Dichtegradierienzentrifugation.
Der Zentrifugation vorangehend wird Ficoll mit vérshtem Knochenmarkaspirat oder Venen-
punktat Gberschichtet. Nach der Zentrifugation &gresich die mononukledren Zellen

aufgrund der Dichteunterschiede zwischen den vazdehen Blutzellen im Buffy coat ab.

Fur die Durchfihrung der modifizierten Zellzykluséyse wurden die isolierten mononuklearen
Zellen auf eine Zellzahl von 3x10Zellen/ml eingestellt. Nach 60 h Inkubation mit
verschiedenen Testsubstanzen im Brutschrank wureeddrchflusszytometrische Messung

nach Propidiumiodidfarbung im FACSscan durchgefthrt

Zellzahlbestimmung

Zellzahl, ZellgréBe und Vitalitat der Zellen wurdenit Hilfe des CASYCellcounters ermittelt.
Nach mikroskopischer Beurteilung der Zellen, wurgkerflO0 ul der Zellsuspension in 10 ml
CASY®ton, einer isotonischen Elektrolyt-Pufferlésungsuspendiert und in CASYCups
tiberfiihrt. Danach erfolgte die Detektion im CA%¢llcounter. Das Messprinzip beruht auf der
Pulsflachenanalyse. Die resuspendierten Zellen ewerdabei durch eine Messkapillare
definierter Grolle mit konstanter Stromungsgeschyksit aspiriert. Durch  zwei
Platinelektroden wird ein niederfrequentes, elsktres Feld Uber der Kapillare angelegt. Die
kapillare Passage der Zellen fuhrt zu einer Widasanderung, die hinsichtlich ihrer
Amplitude, Impulsbreite und Zeitverlaufes analysierird. Auf diese Weise werden die

Partikelzahl/Volumen-Verhéltnisse, sowie charaktscthe Anderungen der elektrischen
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Eigenschaften der Zellmembran detektiert. Dadurel der Anteil des Debris, der toten Zellen
und der vitalen Zellen ermittelt. Bei zu hohen Zahlen erfolgte eine Verdiinnung der Proben.

Vereinzelt wurde die Bestimmung der Vitalzellzahlkraskopisch nach Trypanblaufarbung

durchgefuhrt. Trypanblau ist ein saurer Farbstidésen Anion an Zellproteine bindet. Bei toten
Zellen dringt das Trypanblau durch die defekte rdelihbran ein und farbt ihr Cytosol blau an.
Lebende Zellen schleusen den Farbstoff wieder awas arscheinen farblos. Die zu testende
Zellsuspension wurde im Verhaltnis 1:1 mit 0,4% pagblau gemischt und in eine Neubauer-
Zahlkammer pipettiert. Vier geeichte Grof3quadrateden ausgezahlt und die Zellzahl mit

folgender Formel berechnet:

Z=N-:2.10*

Z = Zelldichte [Zellen/ml], N = Quersumme der Goofadrate,
2 = Trypanblau-Verdiinnungsfaktor, -0 Kammerfaktor

Kryokonservierung

Alle im Labor verwendeten Zelllinien wurden zur dawaften Aufbewahrung vital eingefroren
(Kryokonservierung). Daftr wurden die adharentelefiewie zum Passagieren vom Boden der
Kulturschale abtrypsiniert, die Suspensionszelksuspendiert und in ein Zentrifugenréhrchen
Uberfuhrt. Die Zellen wurden einmal mit PBS gewasclhind durch 5-minttige Zentrifugation
bei 300 g und 4 °C pelletiert. Je "1@ellen wurden dann langsam in 1ml vorgekiihltem
Einfriermedium in einem Kryoréhrchen aufgenommemd ufir eine Stunde auf -20 °C
heruntergekihlt, um Schaden durch Kristallisatioosgsse beim Einfrieren zu vermeiden. Zur
kurzzeitigen Aufbewahrung wurden die Zellen beD2® gelagert, bei langeren Lagerungszeiten
wurden sie in flissigem Stickstoff aufbewabhrt.

FUr den Auftauprozess wurden die Kryoréhrchen zligigein vorgewarmtes Wasserbad
gegeben und bei 37 °C vollstandig aufgetaut. Danaahde die Zellsuspension tropfenweise zu
10 ml auf 37 °C vorgewarmtem Medium hinzugegebem Beste des Einfriermediums
maoglichst komplett zu entfernen, wurden die Zeltereimalig mit dem entsprechenden Medium
gewaschen, bevor sie in Zellkulturflaschen Ubetfidurden. Die so aufgetauten Zellen wurden

dann nach der flnften Passage flir Versuche ventiende
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3.2.2. Apoptose- und Zytotoxizitatsassay

Laktat-Dehydrogenase-Release-Assay

Die Laktatdehydrogenase (LDH) ist ein stabiles pigematisches Enzym, welches in allen
eukaryotischen Zellen vorhanden ist. Die Freisejzdieses Enzyms in den Zelliberstand
infolge unspezifischer Membranschadigung diente Missparameter zur Bestimmung der
unspezifischen Zytotoxizitat. Unter Verwendung sigekoppelt enzymatischen Tests wurde die
Aktivitat der LDH nachgewiesen. Wahrend der LDHétgsierten Reaktion von Laktat zu
Pyruvat wird NAD zu NADH reduziert. AnschlieRend Ubertragt der Keator Diaphorase ein
Wasserstoffproton auf das schwach gelb gefarbtead@iumsalz 2-[4-lodophenyl]-3-[4-
nitrophenyl]-5-phenyl-tetrazolium-chlorid. Das dalentstehende rot gefarbte Formazansalz
wurde im ELISA-Reader bei einer Wellenlange von 482 photometrisch detektiert. Fir diese
Methode wurde das "Cytotoxicity Detection Kit" vesmdet und nach den Instruktionen des
Herstellers durchgefuhrt: Nach Inkubation mit einéfimkstoff wurden die Zellen 5 min mit 370

g bei 4 °C zentrifugiert. Von dem entstandenen Biaad wurden 2Qud in eine 96-Loch-
Mikrotiterplatte zu je 80ul vorgelegtem PBS pipettiert. Anschlielend wurde®O L
Reaktionsgemisch dazugegeben, 5 min in Dunkelh&itbiert und photometrisch bei 492 nm
detektiert. Der maximal mogliche LDH-Ausstol3 detleie wurde durch Lyse der Zellen mit 0,1
% Triton X-100 ermittelt und als 100 % Zytotoxizitdefiniert. Durch den Vergleich zu
mitgefuhrten Kontrollkulturen wurde unter Verwendufolgender Formel die Zytotoxizitat in
Prozent berechnet:

Zytotoxizitat [%] = (S—M)—(Ko—M)  x 100

(Max — M) — (Ko — M)

S = Messwert einer Probe (Sample);

Ko = Kontrolle, zellfreier Uberstand einer unbehelteh Zellsuspension;
M = N&hrmediumkontrolle, enthalt nur Medium ohrel&n;

Max = Maximalwert, entspricht einer Kontrollprolmke durch Triton X-100

lysiert wurde.

Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie, die auch als "FluoreseeActivated Cell Sorting" (FACS)

bezeichnet wird, ermdglicht die Analyse bestimmZedleigenschaften auf Einzelzellniveau.
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Durch hydrodynamische Fokussierung werden die Zedies der Zellsuspension wie an einer
Perlenkette an einem geblndelten Argonlaserstratidevgefiihrt. Anhand der Ablenkung und
Streuung des Laserlichtes konnen folgende Parametektiert werden: Der "Forward Scatter”,
ein Parameter fur den Anteil des absorbierten kictitent der Berechnung der Zellgréf3e. Der
"Side Scatter" ist ein Parameter fur reflektieddsr gebrochenes Licht. Er erlaubt Riuickschlisse
auf die relative optische Dichte der Zelle und psbportional ihrer Granularitat. Als dritter
Parameter kann eine Fluoreszenz detektiert werddsb.(12). Durch Kontakt mit dem
Laserstrahl bei einer bestimmten Wellenlange koérielektronen auf ein hoheres Energieniveau
gehoben werden. Unter Energieabgabe fallen sieihmufusgangsniveau zurtick. Das dabei
emittiere Licht wird als Fluoreszenz gemessen.rén Bluoreszenzkanalen (FL1 = 537 nm, FL2
= 597 nm, FL3 = 650 nm) kdnnen die unterschiedhckenissionsspektren der verschiedenen

verwendbaren Fluoreszenzfarbstoffe durch Bandpi@sslietektiert werden.

»Side — Granluaritat
Scatter”

I

~Forward

Al’gon- —— —l
Scatter”

— Zellgréle
Laserstrahl

Abbildung 12.: FACS-Messparameter. Nach Einwirkung eines Argonlaserstrahls kénnen auf
Einzelzellniveau durch Detektion des Vorwartssichus (Forward Scatter) Aussagen Uber die
ZellgroRe getroffen und durch das Seitwartsstratl{Side Scatter) Ruckschlisse auf die zellulare
Granularitdat gezogen werden. Als dritter Paramédmnn eine emitierte Fluoreszenz quantifiziert

werden.

Fur die durchflusszytometrische Analyse wurde eNCB-Calibuf™ verwendet, der mit einem
Rechner zur Datenakquisition und -analyse verburndan Bei jeder Probe wurden die Daten
von mindestens 10.000 Zellen aufgenommen und niitC##iQuestV-Software ausgewertet.
Die Messdaten werden in Form von Histogrammen umak®volken-diagrammen (Dotplots)
ausgegeben. In Histogrammen wird die LichtintehgkdAchse) in Abhangigkeit zur Zellzahl
(y-Achse) dargestellt. Bei der Darstellung in Foran Dotplots entsprechen die Punkte der x-
und y-Achse jeweils einem Lichtsignal-Parameterdass jeder Punkt im Diagramm eine Zelle

reprasentiert.
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Modifizierte Zellzyklusanalyse

Die Fragmentierung der DNA stellt ein entscheidenBeeignis in der Endphase der Apoptose
dar. Durch Nukleasen wird die DNA zwischen den eéhgtroteinen zerschnitten, so dass
Bruchstiicke mit einer Grof3e von 180 Basenpaaren edem Vielfachen davon entstehen.
Infolge der Permeabilisierung der Zellmembran im Badphase der Apoptose gehen DNA-
Fragmente verloren. Dadurch stellen sich apoptwtisZellen bei einer DNA-Farbung im
Vergleich zu einer Zelle in der GO/G1l-Phase mit emin verminderten DNA-Gehalt
(Hypodiploidie) dar und werden als SubG1l-Zellen digtanet. Die durchflusszytometrische
Detektion der hypodiploiden Zellen wurde, wie vonicdetti beschrieben, nach
Propidiumiodidfarbung durchgefiihrt. Dafiir wurdere dZellen in einer Dichte von 1x10
Zellen/ml ausplattiert und mit den zu testenden s&rxen behandelt. Nach einer
Inkubationszeit von 72 h wurden die Zellen durchff@inttige Zentrifugation bei 300 g und 4
°C geerntet, danach mit kaltem PBS gewaschen uhdPB®%/2 % (vol/vol) Formaldehyde auf
Eis fur 30 min fixiert. Nach anschlieRender DNA{BAY durch 15 min Inkubation mit
Ethanol/PBS (2:1,vol/vol) wurden die Zellen pebketj anschlielBend in 40mg/ml RNase A
enthaltendem PBS resuspendiert und bei 37°C fumBO inkubiert. Fir die FACS-Analyse
wurden die Proben in 2Q0 PBS aufgenommen, welches 50 mg/ml Propidiumiedithielt. Die
Messungen erfolgten an einem FACScan mit CellQAestwertungssoftware. Die Ergebnisse
werden als Prozentsatz der Apoptoserate ausgegelmdche der gemessenen Hypodiploidie
(Sub-G1) entspricht.

AnnexinV-Propidiumiodid-Doppelfarbung

Eine frihe Veranderung der apoptotischen Zelle digt Translokation negativ geladener
Phospholipidmolekile (Phosphatidylserin) von denenen zur &uf3eren Oberflache der
Zellmembran. Dies fuhrt zu einer Markierung dertsteden Zelle, so dass diese schnell von
benachbarten Zellen als solche identifiziert undeligt werden kann. An der Zelloberflache
kann sich AnnexinV, ein ca. 35 kDa grof3es Proteaiciumabh&ngig mit hoher Affinitdt an
Phosphatidylserin binden. Durch die Konjugation Yomexin V mit dem Fluoreszenzfarbstoff
"Fluorescin-isothiocyanat” (FITC) wird die durchdkzytometrische Detektion der
frihapoptotischen Zellen ermdglicht. Der interkadiede Farbstoff Propidiumiodid kann eine
Zelle nur dann anfarben, wenn infolge nekrotisclergange die Membranintegritat zerstort
wurde, oder in der Spatphase der Apoptose die Mampermeabilitat erhdht ist. Demzufolge
kann durch die Doppelfarbung der Zellen mit Ann&ximd Propidiumiodid zwischen Apoptose

und Nekrose differenziert werden.
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Man definiert Zellen mit signifikantem FITC-AnneXinFluoreszenzsignal als Annexin positiv
(An+), Zellen ohne diese Fluoreszenz als Annexinggativ (An-) und entsprechend
Propidiumiodid positive (PIl+) und Propidiumiodid gative (PI-) Zellen. An+/Pl- Zellen
reprasentieren demzufolge frihapoptotische Zelledn+/Pl+Zellen nekrotische oder
spatapoptotische Zellen.

Fur die Durchfuhrung des Versuches wurden die kaditen Zellen 5 min bei 300 g und 4 °C
zentrifugiert, in 200ul 1x Calcium-Puffer resuspendiert und nach Zugabe %0 ul FITC-
Annexin 30 min auf Eis in Dunkelheit inkubiert. Allen Proben wurde 4 ml 1x Calcium-Puffer
hinzupipettiert. Nach der Zentrifugation wurden diellets in 200ul 1x Calcium-Puffer
aufgenommen und durch Zugabe von 1 @Propidiumiodid (1uxg/ml) gefarbt. Innerhalb einer

Stunde wurden die Proben durchflusszytometriscbirsgm FACScan gemessen.

Mitochondriale Membranpotential-Analyse

Im Verlauf der Apoptosesignaltransduktion kommtzes Aktivierung der Mitochondrien in
Verbindung mit einer Reduktion des mitochondriaMambranpotentials. Unter Verwendung
des kationischen Fluoreszenzfarbstoffs 5,5",6,6fathloro-1,1",3,3 -tetraethylbenzimid-
azolylcarbocyaniniodid (JC-1) wird diese Potentidérung durchflusszytometrisch messbar.
Abhangig vom mitochondrialen Membranpotentiaitf,) akkumuliert der JC-1-Farbstoff in der
Matrix der Mitochondrien. Dabei nimmt die Akkumutat des Farbstoffes mit der Hohe des
Membranpotentials zu und zeigt eine Fluoreszenrzoien Wellenlangenbereich (590 nm). Bei
einer Membrandepolarisierung verringert sich diekentration des akkumulierten JC-1 und die
Fluoreszenz verschiebt sich durch die Bildung vBérldMonomeren vom roten in den grinen
Wellenlangenbereich (525 nm). Diese Fluoreszenzherbung wird durchflusszytrometrisch
als Abnahme der Fluoreszenz 2 (rot) in einem FAGS$gentifiziert.

Fur die Versuchsdurchfihrung wurden die behandeéltdlen nach 48-stiindiger Inkubation 5
min bei 300 g und 4°C zentrifugiert. Das Pellet @audaraufhin in 50@! Phenolrot-freiem und
FKS-freiem RPMI-Medium aufgenommen und nach Zugdes JC-1-Farbstoffes in einer
Konzentration von 2,5 mg/ml fir 30 min bei 37°C uB@0 rpm im Thermomixer inkubiert.
Nach anschlieBender 5-mindtiger Zentrifugation 8@0 g und 4°C wurden die Pellets mit
eiskaltem PBS gewaschen und erneut zentrifugiethem die Pellets in 2@0 eiskaltem PBS
aufgenommen wurden erfolgte die durchflusszytorsete Messung unmittelbar innerhalb einer
Stunde.
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3.2.3. Biochemische Methoden

Proteinpraparation

Proteine machen quantitativ den bedeutendsten IAd&i organischen Makromolekiile der

Zellen aus. Zum Proteinnachweis mit der Western-B&zhnik, wurde eine Proteinsuspension
hergestellt, die weitestgehend von Zellmembranah amderen zellularen Bestandteilen befreit
ist. Dafiir wurden mindestens 5 x®1Zellen geerntet, einmalig mit PBS gewaschen, 360

g und 4 °C pelletiert. Das Pellet wurde in 100Qysepuffer resuspendiert und fur eine Stunde
auf Eis inkubiert. Wéahrend der Inkubation wurde 8wspension gelegentlich mittels Vortex

durchmischt. AnschlieRend wurde das Zelllysat3@imin bei 10.000 g und 4 °C zentrifugiert.

Bei dem entstandenen Uberstand handelte es sicli@ir®Rroteinlosung des Totallysates der

Zellen.

Proteinkonzentrationsbestimmung

Die Proteinkonzentration im Zelllysat wurde mitt@€A-Protein-Assay-Kit bestimmt. Diesem
Verfahren liegt die Biuret-Reaktion zugrunde. Dalveirden in einem ersten Reaktionsschritt
durch die Proteine G+ zu Cu-lonen reduziert. In einer zweiten Reaktion bildgss
Natriumsalz der Bicinchoninsaure (BCA) bei alkaism pH einen Komplex mit Cdonen im
Verhéltnis 2:1. Es entsteht ein stabiler Farbkomptet einem Absorptionsmaximum bei 562
nm.

10 ul des zuvor hergestellten Proteinextraktes wurdafiirdmit 200l der Reaktionslésung
(Reagenz A/Reagenz B: 50/1) in einer 96-Well-Mikteoplatte vermischt und fir 30 min bei
37°C inkubiert. AnschlieRend erfolgte die photonsetie Extinktionsmessung mit dem
Multiskan Ascent bei einer Wellenlange von 620 nis Standardeichgerade diente eine
Konzentrationsreihe von bovinem Serumalbumin (BSAngesetzt mit Lysepuffer in
Konzentrationen von 0,5, 1, 2 und 4 mg/ml. Reiner Lysepuffer diente b¢erwert. Der
Leerwert und die BSA-Standard-Konzentrationsreilueden im Dreifachansatz detektiert. Die
entsprechenden Proteinkonzentrationen wurden antb@ndus dem BSA-Standard abgeleiteten
Eichgeraden ermittelt.

SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Proteine zeigen abhéngig von ihrer Nettoladungerihmolekularen Masse und ihrer
Konformation unterschiedliche Wanderungsgeschwimwltgim elektrischen Feld. Dies macht

man sich bei der Gelelektrophorese zur Trennungpkexer Proteingemische zunutze. Durch
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die Zugabe von Ammoniumpersulfat (APS) als Rad#alAcrylamid wird eine Kettenreaktion
gestartet, die von TEMED (Tetramethylethylendiankajalysiert wird und zur Polymerisation
zu Polyacrylamid fuhrt. Es entsteht eine gelarivgrix, die als Molekularsieb wirkt und die zu
trennenden Molekiile etwa proportional zu ihrer rkolaren Masse bei ihrer Wanderung im
elektrischen Feld verlangsamt. Das anionische Deter Natriumdodecylsulfat (SDS = Sodium
Dodecyl Sulfate) lagert sich an die Proteine unaatigriert diese. Es bilden sich unabhéngig von
der Eigenladung der Proteine negativ geladene KexeplDadurch werden im Proteingemisch
Ladungs- und Konformationsunterschiede zwischen Eesteinen ausgeglichen, sodass die
Proteine lediglich abhangig ihrer molekularen Mamstgetrennt werden.

Fur die Gelelektrophorese wurden 1,5 mm Trenngelg, einem Anteil von 16 %, und
Sammelgele, mit einem Anteil von 5 % Polyacrylamagtwendet. Fir den PARP-Nachweis
wurde ein 0,75 mm dickes 5 %iges Sammelgel und &ifwiges Trenngel genutzt. Das
Proteingemisch wurde in Probenpuffer fir 5 min BEFC und 300 rpm im Thermomixer
inkubiert, um eine vollstdndige Denaturierung unaf&tung der Proteine zu gewahrleisten.
Nach anschlieRender Abkuhlung wurden 39 Protein in pro Geltasche aufgetragen. Nicht
bendtigte Geltaschen wurden mit Probenpuffer belaBge Proteinauftrennung erfolgte durch
Anlegen des elektrischen Feldes fur 10 min bei ¥2@nschliel3end fir ca. 60 min bei 160 V.
Die Molekulargewichte konnten durch Vergleich deraMierungsstrecke der mitgefiihrten
Standardproteine ("DNA-Molecular Wight Marker" odegstained SDS-Protein-Marker*)

ermittelt werden.

Western Blot

Mit der Technik des Western Blot im Semidry-BlogiiNerfahren wurden die elektrophoretisch
aufgetrennten Proteinbanden von der TragermatidS(Bage) auf eine Nitrocellulosemembran
Ubertragen. Daflr wurde ein senkrecht zum Polyaomd-Gel gerichtetes elektrisches Feld
angelegt. Aufgrund hydrophober Wechselwirkungeribkele die Proteine an der Oberflache der
Nitrocellulosemembran haften. Daflir wurde in deotBhg-Apparatur ein Sandwich von der
Anode zur Kathode folgendermal3en aufgebaut: zwéicBen Whatman Filterpapier, die
Nitrozellulosemembran, das SDS-Gel und zwei Lagdratian Filterpapier. Vor dem Aufbau
des Sandwichs wurde das Whatman Filterpapier ured Membran fur 10 min in 1x
Transferpuffer getrankt. Durch Anlegen eines els&iren Feldes mit der Stromstérke 1 mAfcm
Membran fir 60 min wanderten die Molekile aus deDS&el auf die Oberflache der

Membran.
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Gelelektrophorese ’ Western Blot —_—
4 - — ==
Zelllysat Proteinbanden im Proteinbanden auf
SDS-Polyacrylamid-Gel Nitrocellulosemembran

Abbildung 13:Gelelektrophorese und Western BlatDie Proteine des Zelllysates werden durch die
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese in Abhangigkeit ihrem Molekulargewicht aufgetrennt und

anschlieRend im Semidry-Blotting-Verfahren auf diigozellulosemembran transferiert.

Membranfarbung mit Ponceau

Eine L6sung des Azofarbstoffes Ponceau S wurd&aatrolle des Blot-Vorganges verwendet.
Durch die Ponceau-L6sung wurden Proteine reversibgéfarbt, sodass eine erste Einschatzung
dartiber méglich wird, welche Proteinemengen wo ageif Membran lokalisiert sind. Fur die
Ponceau-Farbung wurden die Membranen unter leicl&etitteln fir 3 min mit der Ponceau-
Losung gefarbt und anschlieRend mit zweifach diestém Wasser bei leichtem Schitteln
solange gewaschen, bis keine rétliche Farbung desss#vs mehr auftrat. Nach der
fotografischen Dokumentation wurde die Membran HurtO minltige Inkubation in
Waschpuffer (PBST) entfarbt.

Immundetektion

Die anschlielBend durchgefiihrte Immundetektion Hemudf dem Prinzip der zweifachen
Antigen-Antikorperbindung. Ein erster AntikorperrifRarantikorper) bindet spezifisch an das
nachzuweisende Zielprotein auf der Nitrozelluloseren. Ein zweiter, mit
Meerrettichperoxidase konjugierter Antikorper binde das FFragment des Primarantikorpers.
Durch Zugabe von Wasserstoffperoxid und Luminolbs®taten der Peroxidase, kommt es zur
Lumineszenz, welche detektiert wird.

Bei der Versuchsdurchfihrung wurde die Nitrocekba@imembran vor der eigentlichen
Immundetektion mit einer Blocklésung (5%-iger Magédch in PBST) fur 1 h bei
Raumtemperatur inkubiert, um unspezifische Protediungen zu verhindern. Im Anschluss
daran erfolgte die Inkubation mit dem Prim&rantgdeir unter leichtem Schitteln, je nach
Herstellerangaben, 1 h bei Raumtemperatur oder tla@mht bei 4°C. Durch dreimaliges

Waschen mit Waschpuffer fir 10 min unter leichteroshiteln wurden ungebundene
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Primarantikorpermolekile entfernt. Der Sekundakémger wurde anschlieRend fir 1 h bei
Raumtemperatur inkubiert und ungebundene Antikégrereut durch dreimaliges Waschen
entfernt. Nun erfolgte die Zugabe von 2 ml ECL Membran und die Inkubation fir 1 min bei
Raumtemperatur. Alternativ wurde " Super SignalirgCL verwendet, dabei wurden die
Membranen mit 3 ml der Losung fur 3 min inkubieAnschlieRend wurden die

Lumineszenzsignale mit einem Chemigenius-2-Bio-limggystem, bestehend aus einer

Dunkelkammer, einer hochauflésenden Digitalkamehspeziellen Lichtfiltern, detektiert.

\5\\ Abb. 14:Prinzip der Immundetektion.
\\ Sa—— Nach Bindung des Priméarantikdrpers an
. ® das nachzuweisende Protein bindet der
Primar — AK /\N Sekundéarantikérper an das.-Fragment

< :
%N des primaren. Die an den Sekundar-

o ® antikérper konjugierte Peroxidase fihrt
Wasserstoffm nach Zugabe von Wasserstoffperoxid und
+ Luminol
‘ Lumineszenz Luminol zur Lumineszenzreaktion.

[3-Actin Abgleich

Zum Nachweis der gleichméaRigen Beladung der Gédasaenit Proteinen wurde der [3-Actin-
Abgleich durchgefiihrt. Antikérperzugabe und Detakterfolgten wie zuvor beschrieben. Als
Primarantikorper wurde ein Anti-3-Actin-Antikorpeverwendet, als Sekundarantikdrper

entsprechend ein Anti-Mouse-Antikorper.
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3.2.4.In vivo-Untersuchung

Zur Einschatzung der Toxizitdt von Ti 8 wurde da®NSCID-Mausmodell verwendet. Die
NOD/SCID-Méause sind durch ein angeborenes Defieit @- und B-Lymphozytenfunktion

charakterisiert. Aufgrund dieses schweren kombiarer Immundefektes kdnnen sie
Xenotransplantate nicht abstof3en. Die untersucB@iD-Mause hatten ein durchschnittliches
Gewicht von 26 g. lhnen wurden 1X1BJAB-Zellen subkutan injiziert. An Tag 14 wurde,
nachdem der injizierte Tumor eine palpable Groffeias, mit der oralen Gabe von Ti 8 in einer
Dosis von 50 mg/kg Kérpergewicht begonnen. Ti 8deudurch Mikrokristall-Suspension (nach
Ultraschallbehandlung tber 5 min.) in medizinisch@tvendl geldst. An den Tagen 14-18,
sowie 23-27 wurde es appliziert. Eine Kontrollgrepmn 8 SCID-M&ausen erhielt Olivendl im
gleichen Intervall. Das Kérpergewicht der Mausembavolumen und relative Tumorvolumen
wurden im Verlauf beobachtet. Die Mause wurden awksam auf mogliche Symptome einer
Toxizitat hin untersucht. Der Verlauf des durchstthchen Korpergewichtes und des

Allgemeinzustandes dienten als Parameter der Ttéxkizi

3.2.5. Datenauswertung und Statistik

Die in den Diagrammen und Tabellen dieser Arbeigéstellten Daten wurden als Mittelwerte
aus drei unabhangigen Experimenten ermittelt. Dehldrindikatoren reprasentieren ihre
jeweilige Standardabweichung. Signifikanzen wurdern dem zweiseitigen, unabhangigen
Student’s T-Test berechnet. Die T-Test Ergebnissel@n bei "probability"-Werten (p-Werten)

kleiner 0,05 als signifikant, kleiner 0,01 als sedignifikant und kleiner 0,001 als hoch
signifikant bezeichnet. FlUr die Datenauswertung Gtatistikberrechnungen wurde Microsoft
Excel 2003 eingesetzt. Alle Versuche wurden miratestzweimal mit vergleichbaren

Ergebnissen durchgefuhrt. Ausnahmen von dieseemabgen Richtlinien werden direkt in der
entsprechenden Abbildung deklariert. Die Auswertdeg FACS-Messungen erfolgte mit der
Cellquest Pro Software. Bei der modifizierten Zgtlusanalyse wurde die "Area under the
curve" aus den Histogrammen und bei der Membrangatanalyse und AnnexinV/PI-

Doppelfarbung die Zellverteilung in den Quadranteler Dotplots zur Auswertung

herangezogen. Bei den Western Blot-Daten werderraseptative Membranen gezeigt.
Mindestens ein Wiederholungsversuch zeigte ahnlgdmeden. Die statistische Auswertung der

in vivo-Daten erfolgte mittels Man-Whitney U-Test.
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4. Ergebnisse

4.1. Biologische Akivitat der Titanocenverbindungen

Zur Evaluation ihrer biologischen Aktivitdt in matien Zellen standen zwolf verschiedene
carbonylsubstituierte Titanocenderivate (Carboxyhd Amidderivate) zur Verfigung. Neun
dieser Verbindungen konnten in DMSO geltst wendeth wurden jeweils als Stocklosung mit
einer Konzentration von 40 mM angesetzt. Die chetassubstituierten Titanocene Ti 3, Ti 25
und Ti 29 konnten aufgrund ihrer mangelnden Lo&kthin DMSO nicht untersucht werden.
Die Ubrigen neun gelosten Verbindungen wurden imbhitk auf ihr Potential als Vertreter einer
maoglichen neuen Wirkstoffklasse der Tumorchemotbeutka getestet.

Das Ziel der Tumorchemotherapie ist es, die maligaasformierten Zellen durch gezielte
Apoptoseinduktion zu eliminieren, ohne schwere Me&b&kungen zu verursachen.
Entscheidende Kriterien zur Beurteilung der Wirkkaihvon Zytostatika sind zum einen die
Fahigkeit zur Proliferationshemmung und zum andetas Potential zur Apoptoseinduktion.
Dementsprechend wurde fir eine Konzentrationsreiheder Verbindung die
Proliferationshemmung mittels Casy®CellCounter unhithilfe der modifizierten
Zellzyklusanalyse die Apoptoseinduktionsrate detektZusatzlich wurde zum Ausschluss des
nekrotischen Zelltodes nach 2 h Inkubation eineotpizitatstestung via LDH-Release-Assay
durchgefihrt. Die Abbildung 15 zeigt die Ergebnidseser drei Versuche exemplarisch fur die
Verbindung Ti 26.

a) LDH-Release nach 2 h b) Zellzahlbestimmung nach 24 h ¢) Mod. Zellzyklusanalyse nach 72 h
100
100 = —_
00006q9, = g .
80 | S 5
= 3 60
60 - c 2 N
2 )
o) e
40 | N ® 401
o 1 =
i < 8
20 ES § 20 A
O T T T T T T O -1 < 0 B —
0 5 60 70 80 90 100 0 50 60 70 80 90 100 0 50 60 70 80 90 100
Ti26 [uM] Ti 26 [pM] Ti 26 [uM]

Abbildung 15: Methoden zur Bestimmung der biologischen Aktivitat der Titanocenderivate in

malignen Zellen, beispielhaft dargestellt fir Ti 26 BJAB-Zellen: Bestimmung der nekrotischen
Zytotoxizitat mittels LDH-Release-Assay nach 2 Jy ker Proliferationshemmung mit CASY®CellCounter
nach 24 h (b) und der Apoptoseinduktion via modfie Zellzyklusanalyse nach 72 h Inkubation (. E
wurden jeweils drei unabhéngige Experimente durihge gezeigt werden die Mittelwerte mit

Standardabweichungen.
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Anhand der Ergebnisse dieser Versuche wird einte émschatzung tber wichtige Aspekte
eines geeigneten Wirkstoffes moglich. Der entsavede Faktor ist die Apoptoseinduktionsrate.
Denn das Ziel der Therapie ist die Remission, diedurch den Zelltod der malignen Zellen
erreicht werden kann. Im Rahmen dieser Arbeit wertlerbindungen mit einer induzierten
Apoptoserate von mindestens 50 % in BJAB Zellen lalslogisch aktiv definiert. Die

Wirkstoffkonzentration, bei der 50 % der Zellen mat2 h Inkubationszeit als apoptotisch
detektiert wurden, wird als Ag bezeichnet. Tabelle 1 gibt einen Uberblick tbde alur

Verfiigung gestellten Verbindungen.

DERIVAT | VERBINDUNG |STRUKTURFORMEL AC s[UM] | WACHSTUMS- NEKROSE BEI
INHIBITION ACso [%]
BEI AC 5 [%]

WIRKSAME

Ti4d Carb.ox.yl- g/v%o \A/‘ 50-100 63 - 100 24-77
TI\

substituiert

Ti8 Amid ﬁ/ﬁ - 50-60 25-52 1,72-1,75
CI=
i< AN
Q7%
Ti 26 Amid 4 80-90 82 -92 4,8-5,2
©
Tl\o® c
S
Ti 34 Amid égj 60 — 80 100 1,3-7,1
o
R
UNWIRKSAME
Ti2 Carboxylat - - -
o]
Tl\o 5
Ti6 Carboxyl- ﬁ/\/ (I - - -
(&)
substituiert g@{
Ti7 Binukleares m\f% - - -
Titanocen ,J%LVK’MNOW/Q
%\CI
Ti 9 Amid - 5 - 5
=4
Lt - e
<0
Ti 19 Amid L C > 100uM - -
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UNLOSLICHE
Ti3 Cholesterin-
= o U mL(L
substituiertes Cﬁp\o{jﬁ = >~ | Nicht I5slich
e 3
Carboxylat
Ti 25 Cholesterin- % o
o] "
substituiertes %}/ﬁ,«(/\g ”ﬁ )~ | Nicht lslich
Carboxylat e
Ti 29 Cholesterin-
/‘/ ) 0 /_\
substituiertes guuw(& A 7~ | Nicht Ieslich
cl
Carboxylat \

Tabelle 1: Uberblick tber die ermittelte biologische Aktivitat der zur Verfligung gestellten
Titanocenderivate Dargestellt sind die Derivate mit ihrer Strukturhel, der jeweiligen Agy ermittelt
durch modifizierte Zellzyklusanalyse nach 72-stgedilnkubation, die Wachstumsinhibition bei ders5\C
gemessen mit Casy®CellCounter nach 24 h Inkubatihdie unspezifische Nekrose nach 2 h Inkubation,

detektiert mittels LDH-Release-Assay.

Die Titanocencarboxylverbindung Ti 4 und die Amichiadungen Ti 8, Ti 26 und Ti 34 zeigten
eine AGy kleiner oder gleich 10QM und gelten als biologisch aktiv. Fiur die Verbinden Ti

2, Ti 6, und Ti 7 (Carboxylate), sowie die Amide9rund Ti 19 konnte bei Konzentrationen bis
zu 100 uM keine Apoptoserate von 50 % in BJAB-Zellen nacthigsen werden. Die
cholesterinhaltigen Titanocene Ti 3, Ti 25 und ®i Bonnten, wie bereits erwahnt, aufgrund
mangelnder Ldslichkeit nicht fir die Versuche vemdet werden. Neben der Apoptoseinduktion
zeigten die aktiven Verbindungen die Fahigkeit Pooliferationsinhibition. Diese lag bei der
ACsp in einem Bereich zwischen 25 und 100%. Der mighiles LDH-Release-Assay detektierte
unspezifische nekrotische Zelltod lag bei allendgsch aktiven Derivaten bei der AQunter
10%.

4.2. Titanocen Ti 8

Die weiterfihrenden Untersuchungen zur Identifiatider Apoptosemechanismen und des
Zytotoxizitatspotentials konnte nicht mit allen Daten in gleichem Umfang durchgefihrt
werden, da nicht alle Verbindungen in ausreichendengen zur Verfigung standen. In den
Voruntersuchungen zeigte das Derivat Ti 8 gute Bmggse mit guter Reproduzierbarkeit
bezuglich der Apoptoseinduktionsrate, ebenso wiedachstumsinhibition. Zudem war dieses
Derivat eines der ersten synthetisierten Verbinéangnd stand in ausreichender Menge flr die
Testung zur Verfigung. Daher richtete sich das kaugenmerk der Untersuchungen auf die
Verbindung Ti 8. Die mit diesem Derivat erhobeneatdd werden in den folgenden Abschnitten
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exemplarisch  fur die  Substanzklasse  dargestellt. gafezend  werden  auch
Untersuchungsergebnisse anderer Derivate im Velgiai Ti 8 abgebildet.

4.3. Allgemeine Zytotoxizitat

Die LCs ist definitionsgemaR, diejenige Konzentration sidérkstoffes, die eine Abnahme der
Vitalitdt um 50 % im Vergleich zur Kontrollpopulati bewirkt, unabhéngig von der Art des
Zelltodes. Sie dient als Grundlage flr Einschatzdesg zytotoxischen Potentials einer Substanz
und wurde mithilfe der Annexin/Propidiumiodidfarlmumietektiert. Fur die Testsubstanz Ti 8
wurde die LGy in einem Konzentrationsbereich von 40 — @M detektiert (Abb. 16).

Verglichen mit anderen, therapeutisch eingesetZigostatika ist dieser L§g-Wert als relativ
hoch einzuschéatzen.

0 Abb.16: Zytotoxizitat von Ti 8. Zur Ermittlung der LG,

801 wurden BJAB-Zellen 48 h mit einer Konzentrationseei
gm, von Ti 8 inkubiert und mit der Methode der
%407 AnnexinV/PI-Doppelfarbung der Anteil der vitalen
g Zellen detektiert. Es wurden drei unabhangige

1 Experimente  durchgefiihrt; gezeigt werden die

ol

Mittelwerte mit Standardabweichungen.

4.4. Proliferationshemmung

Durch die Behandlung mit Ti 8 konnte eine Redukiitem Zahl vitaler Zellen bei BJAB-Zellen
bereits ab einer Konzentration von /1 signifikant nachgewiesen werden. Konzentrations-
abhangig nimmt die Wachstumsinhibition weiter zal @nreicht bei einer Konzentration von 90
UM etwa 100%. Bei der maximal eingesetzten Konzé&otravon 10QuM unterschreitet die
Vitalzellzahl die eingesetzte Zellzahl von 1 X/bdl, was fiir einen zusétzlichen Ti 8-induzierten
Zelltod spricht (Abb. 17 (a)).

Auch die anderen Titanocenderivate zeigen eineiciiakonzentrationsabhangige Wirksamkeit
hinsichtlich der Proliferationsminderung (Abb. 1r¥d)). Wéahrend bei den Derivaten Ti 8, Ti 4
und Ti 26 im Bereich der Maximalkonzentration v@® M eine Reduktion der Vitalzellzahl von
etwa 100% nachweisbar ist, erreicht Ti 34 dieserozéhtsatz bereits in einem
Konzentrationsbereich zwischen 40 bis 8@ und erzielt damit die starkste Wirkung auf die

Zellzahl (Abb. 17 (d)). Unter der Behandlung mi03}M Ti34 wurden zusatzlich in ca. 20% der
Zellen Zelltod induziert.
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Abbildung 17:Proliferationshemmung in BJAB-Zellen nach 24 h durch Ti 8 (a), sowie durch
andere Titanocenderivate: Ti 4 (b), Ti 26 (c) und7 (d), detektiert mittels Casy®CellCounter. Es
wurden drei unabhdngige Experimente durchgefiihezemt werden die Mittelwerte mit

Standardabweichunge

4.5. Apoptoseinduktionin vitro

Entdeckt wurde die Apoptose durch die mikroskopsdBeobachtung charakteristischer,
morphologischer Veranderungen apoptotischer Zalewitro. Infolge einer Behandlung von
BJAB-Zellen mit Ti 8 waren bereits nach einer Inatibnszeit von 24 Stunden diese Apoptose-
typischen Veradnderungen mit Zell-Schrumpfung, \V&rlder Zellform, ,blebbing” und der
Bildung von ,apoptotic bodies* mikroskopisch sicéti{Abb. 18).

Abbildung 18: Morphologische Merkmale der Apoptose Die Abbildung zeigt
unbehandelte (a) und mit 8M Ti 8 behandelte (b) BJAB-Zellen nach 24-stindiger
Inkubation. Es handelt sich um lichtmikroskopisch&ufnahmen mit 400facher

VergréRerung.
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Die modifizierte Zellzyklusanalyse ist eine quaatite Nachweismethode zur Detektion der
Apoptose auf Einzelzellniveau. Mithilfe der dureldzytometrischen Analyse werden die
ZellgroRe und die Granularitat einer jeden Zellenitelt. Diese beiden Parameter werden
gegeneinander aufgetragen in Form eines Punktwditgramms (Dotplot) ausgegeben (Abb.
19 (a)). Jeder Punkt entspricht demzufolge genaer &elle definierter Grol3e und Granularitat.
Im Zuge der Apotose kommt es zur charakteristisclerianderung dieser Parameter. Infolge
der Zellschrumpfung verringert sich die Zellgroel wurch intrazellulare Fragmentierung und
Vakuolisierung steigt der Grad der Granularitat.ré&sultiert eine entsprechende Verschiebung
der Punktwolke. Diese charakteristischen Verandgrariraten auch infolge der Behandlung mit
Ti 8 auf (Abb. 19 (c)). Daruber hinaus kann im [hilgsszytometer die Fluoreszenz des
interkalierenden Farbstoffes Propidiumiodid detktiwerden (Abb. 19 (b)). Im Zuge der
Apoptose kommt es zur Fragmentierung der DNA umereReduktion des DNA-Gehaltes
(Hypoploidie), was sich in einer Abnahme der Prapidodid (P.l.)-Fluoreszenz widerspiegelt
(Abb. 19 (d)). Dieser Parameter wurde bei der moéiten Zellzyklusanalyse zur Evaluation

der Apoptoseinduktionsraten der Titanocenderivatavendet.
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Abbildung 19:Messparameter der modifizierten Zellzyklusanalyseln Form von Dotplots
werden die im FACSscan im ,Forward Scatter* (F&@hittelte ZellgréRe und im ,Side
Scatter®  (SSC) detektierte Granularitat einer &elilargestellt (a,c). Die detektierte
Propidiumiodid-Fluoreszenz ist in b) und d) ahilgkht. Die dargestellten Daten wurden nach
72-stundiger Inkubation ohne Zusatz von Ti 8 (Natikcolle) (a,b) und nach Behandlung mit
70 uM Ti 8 (c,d) erhoben.

In der verwendeten Referenzzelllinie BJAB zeigtehseine signifikante Apoptoseinduktion

durch eine Behandlung mit Ti 8 nach 72-stindigekulbation ab einer eingesetzten
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Konzentration von 5QuM. Bei einer maximal eingesetzten Konzentration @0 uM konnte
eine Apoptoserate von 84 % erzielt werden (Abb. 20)

— 0 Abbildung 20: Apoptoserate in BJAB-Zellen induziert
% 801 durch Ti 8 nach 72h Inkubation. Die Daten wurden durch
% 60 modifizierte Zellzyklusanalyse anhand der Verandgraer
% 0. Pl-Fluoreszenz ermittelt. Es wurden drei unabhémngig
IS Experimente durchgefiihrt. Angegeben sind die Mittete
2: 1 mit Standardabweichung, von denen jeweils die Apsgriate

0-

o = @ o - © 10 der Kontrollproben subtrahiert wurde (korrigiertpaptose).

Ti8 [uM]

Zur Evaluation des Wirkspektrums von Ti 8 wurde ennWVerwendung der modifizierten
Zellzyklusanalyse in verschiedenen Zelllinien dipofitoserate ermittelt (Abb. 21). Bei der
Untersuchung verschiedener Leukdmie-Zelllinien kenn allen eine signifikante Apoptoserate
durch Ti 8 nachgewiesen werden: Bei der ZelllinlesBl konnten bereits ab einer Konzentration
von 30uM apoptotische Zellen signifikant detektiert werdéibb. 21 (a)). Bei der Zelllinie Reh
wurde ab einer Konzentration von gM (Abb. 21 (b)), bei Nalm 6 ab §0M (Abb. 21 (c)) eine
signifikante  Apoptoseinduktion ermittelt. In allenB-Zelllinien wurde in der
Maximalkonzentration von 10AM eine Apoptoserate von tber 50 % erreicht: in HiZ&llen
wurde bei einer Konzentration von i in Uber 60 % der Zellen Apoptose induziert, irhRe
und Nalm 6- Zellen sogar bis zu 80 % bei einer esetgten Konzentration von 1Q0M.
Ahnliche Ergebnisse konnten in der Leukamie-Za#lidurkat detektiert werden (Abb. 21 (d)),
bei der eine Apoptoserate von 87 % unter einer tAobkonzentration von 10® gemessen
wurde. Daruber hinaus wurde die Wirksamkeit von 8liauch in adharenten Zelllinien
untersucht. In der humanen Melanomzelllinie MelHOrae eine signifikante Apoptoserate von
56 % nach 72 Stunden Inkubation mit Ti 8-Konzemdregn von 80 und 10AM erzielt (Abb. 21
(e)). Die Mammakarzinom-Zelllinie MCF-7 ist aufgdinhrer Caspase-3-Defizienz zum Teil
Zytostatika-resistent. Ab einer Substanzkonzemnation 5QuM war auch hier eine signifikante
Rate apoptotischer Zellen nachweisbar (Abb. 21 €§)konnte jedoch keine Apoptoserate lber
50 % erzielt werden. Maximal wurde bei einer Korteaion von 75uM Ti 8 in ca. 26 % der
Zellen eine Apoptoseinduktion detektiert. Auch beiner auf 100 uM gesteigerten
Substanzkonzentration konnte die Apoptoserate eidtiht werden.
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Abbildung 21: Evaluation des Wirkspektrums von Ti 8 durch Detektion der Apoptoseraten mittels
modifizierter Zellzyklusanalyse nach 72 h Inkubatia verschiedenen Zelllinien: HL60 (a), Reh (balid

6 (c), Jurkat (d), MelHO (e) und MCF-7 (f). Es wanddrei unabhéangige Experimente durchgefihrt;
Angegeben sind die Mittelwerte mit Standardabweichuvon denen jeweils die Apoptoserate der
Kontrollproben subtrahiert wurde (korrigierte Apoge).

Auf dieselbe Art und Weise wurden auch die Wirkdpek der anderen biologisch aktiven
Titanocenderivate evaluiert. Das Derivat Ti 4 zeigine dhnliche Wirksamkeit. Hier wird nur
eine Auswahl der ermittelten Daten gezeigt (Abb). B&i der Burkitt-like Lymphomzelllinie
BJAB zeigte Ti 4 eine signifikante Apoptoseinduktiab einer eingesetzten Konzentration von
30 uM, die bei einer Maximalkonzentration von 100 73 % betrug (Abb. 22 (a)). In Nalm 6-
(Abb. 22(b)) und Jurkat-Zellen (Daten hier nichzgjgt) waren ab einer Konzentration von 60
UM signifikante Apoptoseraten detektierbar, die maadi66 % (bei Nalm 6) bzw. 71% (Jurkat)
erreichten. In den adharenten Zelllinien HepG2 (At (c)), MelHO und MCF-7 (Abb. 22 (d))
konnte zwar eine signifikante Apoptoseinduktionaiuti4 nachgewiesen werden, diese erzielte
jedoch in keiner der Zelllinien einen Wert Uber %8 Bei einer eingesetzten maximalen
Substanzkonzentration von 1@M wurde in HepG2-Zellen eine Apoptoserate von 49i86,
MelHO-Zellen von 14 % und in den resistenten MCEellen von 11 % erzielt. Verglichen mit

Ti 8 ist die Wirkung von Ti 4 vor allem bei adharem Zelllinien geringer.
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Abbildung 22:Evaluation des Wirkspektrums von Ti 4durch Detektion der Apoptoseraten mittels modifitar
Zellzyklusanalyse nach 72 h Inkubation in verscerah Zelllinien: BJAB (a), Nalm 6 (b), HepG2 (c)duRICF-7
(d). Es wurden drei unabhéngige Experimente dufféihhge Angegeben sind die Mittelwerte mit

Standardabweichung, von denen jeweils die Apopatseder Kontrollproben subtrahiert wurde (korritger

Das Derivat Ti 26 war die erste untersuchte Venbng) fir die eine biologische Aktivitat in
malignen Zellen nachgewiesen werden konnte. Lewlaren nur geringe Substanzmengen
vorhanden, sodass nur eine geringe Zahl von Urdeusigen durchgefuhrt werden konnten.
Auch fur Ti 26 konnte eine gute Wirksamkeit in d&aspensionszelllinien BJAB (Abb. 23 (a))
und Jurkat (Abb. 23 (b)) gezeigt werden. Die Apsptaten erreichten bei der
Maximalkonzentration von 100M in BJAB-Zellen 67 %, in Jurkat-Zellen 79%.

a) BJAB b) Jurkat . )

100 100 Abbildung 23: Detektion der Apoptose-
§ 80 4 50 raten induziert durch Ti 26 in den
2 Zelllinien BJAB (a) und Jurkat (b). Es
S 60 60 | , . :
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G 40 0 A . .
§ ‘ durchgefuhrt; Angegeben sind die
o
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< 0 - U denen jeweils die Apoptoserate der
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Kontrollproben subtrahiert wurde.
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Auch die Verbindung Ti 34 erzielte signifikante Agioseraten in verschiedenen Zelllinien
(Abb. 24). Bei BJAB- (Abb. 24 (a)) und Nalm 6-Zell¢Abb. 24 (b)) wurde bereits bei einer
Konzentration von 8@tM die maximale Apoptoserate von 50 % (BJAB) bzwn 81 % (Nalm

6) erreicht und konnte auch durch eine Steigerwargethgesetzten Konzentration nicht erhéht
werden. Bei der Leukédmiezelllinie Reh wurde die mmete Apoptoserate bereits bei einer

Konzentration von 2QM erreicht (Abb. 24 (c)). Der Anteil apoptotischéellen zeigte keine
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signifikanten Unterschiede bei hoheren Konzentnatiovon Ti 34. Gleiches erwies sich bei der
adharenten, Caspase-3-defizienten Zelllinie MCRIb( 24 (d)), bei der ab einer eingesetzten
Konzentration von 6QuM die Rate apoptotischer Zellen nicht signifikamttarschiedlich im

Bereich zwischen ca. 20 bis 34 % lagen.
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Abbildung 24:Evaluation des Wirkspektrums von Ti 34 durch Detektion der Apoptoseraten im FACSscan
nach 72 h Inkubation in verschiedenen ZellliniedAB (a), Nalm 6 (b), Reh (¢) und MCF-7 (d). Es wemdrei
unabhéngige Experimente durchgefihrt; Angegebeth dia Mittelwerte mit Standardabweichung, von denen

jeweils die Apoptoserate der Kontrollproben suliggtwurde.

4.6. Apoptoseinduktionex vivo

Die Untersuchung verschiedener Zelllinien gibt asinevichtigen Uberblick tber das
Wirkspektrum eines potentiellen neuen Wirkstoffe$olge der Kultivierung und Passagierung
kommt es innerhalb der Zelllinien zu Mutationen uyghetischen Veranderungen der Zellen,
sodass eine Ubertragung dervitro-Ergebnisse auf Zellen in einem Organismus nur riggdi
maoglich. Aussagekraftiger sind Daten von Untersagam an priméaren ZellereX vivg, die
direkt vom Menschen entnommen und unmittelbar vedee werden. Diese Zellen sind
genetisch unverédndert und dadurch als Testmodalstiecher. Dennoch kénnen auek vive
Versuche die Bedingungen in einem Organismus maigbteichend reflektieren.

Fur die ex viveVersuche wurden mononukleare Zellen durch Dichte#agation aus dem
Knochenmark oder Blut von Patienten mit einer akutgmphoblastischen Leukamie im
Kindesalter gewonnen. Nach Aufbereitung der montgéukn Zellen wurden sie unmittelbar
mit Ti 8 und mit Zytostatika behandelt, die in deeukdmietherapie verwendet werden. Bei den
verwendeten Zytostatika handelt es sich um die vacttline Daunorubicin (Dauno g81),
Doxorubicin (Doxo 8,&:M), Idarubicin (Ida 1,%M), den Mitosehemmer Vincristin (Vcr 0,54
uM) und das Nukleosidanalogon Cytarabinosid (AraC,52(M). Die eingesetzten
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Konzentrationen entsprechen der jeweiligerdd@rin vitro-Ergebnisse mit BJAB-Zellen. Nach
60 Stunden Inkubation wurden mithilfe der modifiiée Zellzyklusanalyse die Apoptoseraten
ermittelt. Die Abbildung 25 zeigt die auf diese \W&eierhobenen Daten von primaren
Leukadmiezellen von 25 Kindern mit der Erstdiagnesser ALL. Dargestellt sind diejenigen

Zytostatika, die parallel mit Ti 8 und in einer &bhen Fallzahl (n = 22 - 25) verwendet

wurden.
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Abbildung 25:Apoptoseinduktion ex vivo.Rate der Apoptoseinduktion in primaren Zellen &n
ALL-Patienten nach 60 h Inkubation mit Daunorubifiauno 8,%M), Doxorubicin (Doxo 8,6(M),
Idarubicin (Ida 1,%M), Vincristin (Vcr 0,54uM), Cytarabinosid (AraC 20,6M) und Ti 8 (70uM)

mit der Haufigkeit n. Die Messungen erfolgten mirdmodifizierten Zellzyklusanalyse. Die
Einzelpunkte entsprechen den Mittelwerten aus anebhangigen Messungen einer Substanz eines
einzelnen Patienten. Die roten Balken stellen digeMverte aller untersuchten Patienten dar, die
Fehlerbalken die entsprechenden Standardabweichu&ignifikanz wurde mit dem 2-seitigen T-

Test ermittelt (n.s. = nicht signifikant; *** = p €,001, ** = p < 0,01).

Bei den Ti 8-Proben konnte im Mittel eine Apoptoskiktionsrate von 18,5% in den primaren
Zellen nachgewiesen werden. Idarubicin erreichbe enittlere Induktionsrate von 12,5%. Fur
die Ubrigen herkébmmlichen Chemotherapeutika, d&gmoptoserate im Bereich von 3 bis 9,5 %
lagen, konnte im Vergleich zur Kontrolle keine sitdgante Apoptoseinduktion erzielen. Far
diese Substanzen scheint in den untersuchten ZailhenZytostatika-Resistenz vorzuliegen, die
durch Idarubicin und Ti 8 Uberwunden werden konriée Unterschiede zwischen den
Apoptoseraten der Substanzen zu der von Ti 8 &isdauf Idarubicin (p = 0,070), sehr (p <
0,01) bis hochsignifikant (p < 0,001). Ermittelt nden die Werte unter Verwendung des 2-

seitigen, unabhangigen T-Testes.
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Auch die anderen biologisch aktiven Titanocendeeiwaurdenex vivoan priméren Zellen von
Kindern mit einer ALL getestet (Abb. 26).
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Abbildung 26:Apoptoseinduktion ex viva

Rate der Apoptoseinduktion in primaren Zellen von
Kindern mit der Erstdiagnose einer ALL nach 60 h
Inkubation mit Daunorubicin (Dauno 8,8M),
Doxorubicin (Doxo 8,6 uM), Idarubicin (lda
1,%M), Vincristin (Ver 0,54 uM), Cytarabinosid
(AraC 20,5uM) und den Titanocenderivaten Ti 4
(70 uM) (a), Ti 26 (70uM) (b), Ti 34 (70uM) (c).
Die Daten wurden unter Verwendung der
modifizierten Zellzyklusanalyse erhoben.

Die Einzelpunkte entsprechen den Mittelwerten aus
drei unabhangigen Experimenten einer Substanz
eines einzelnen Patienten.

Die roten Balken stellen die Mittelwerte aller
untersuchten Patienten dar, die Fehlerbalken die
entsprechenden Standardabweichungen.

Mit n wird die Fallzahl angegeben, mit der jedes
Zytostatikum angewendet wurde.

Prifung auf Signifikanz zum jeweiligen
Titanocenderivat wurde mit dem 2-seitigen T-Test
durchgefihrt. (n.s. = nicht signifikant,

*=p < 0,05 ** =p < 0,01; ** = p < 0,001)

Dabei zeigten sich jedoch geringere Unterschiediérem Vermogen zur Apoptoseinduktion

verglichen mit den herkdbmmlichen Zytostatika. Daevifat Ti 4, getestet an 14 verschiedenen

Patienten (Abb. 26 (a)), erzielte im Mittel eine ofgposerate von ca. 6 % und war damit den

Zytostatika Idarubicin, mit einer mittleren Induktisrate von ca. 10 %, und Cytarabin, mit ca. 7

%, unterlegen. Statistisch konnten keine signifikarinterschiede nachgewiesen werden. Auch

fur das Derivat Ti 26, das an primaren Zellen #oheukamie-Patienten untersucht wurde,
konnten keine signifikanten Unterschiede der Apseitaduktion detektiert werden (Abb. 26

(b)). Mit einer mittleren Apoptoserate von 16 % gtei Ti 34 eine signifikant starkere
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Apoptoseinduktion gegeniber den Zytostatika Dausiom, Doxorubicin und Vincristin, die

den programmierten Selbstmord bei ca. 2 % bis 6defZellen initilerten. Keine signifikanten
Unterschiede zeigten sich dagegen im Vergleichdawubicin (ca. 13 % Induktionsrate) und
Cytarabin (ca. 9 % apoptotische Zellen) (Abb. 29. (c

Ex vivo wurde auch die Wirkung von Ti 8 auf mononuklearelleh gesunder Probanden
untersucht, um Aussagen Uber die Selektivitat ded-induzierten Wirkung treffen zu kénnen.
Vorbereitend wurde das dem Probanden enthommeighpez Blut, analog zur Behandlung der
Patientenzellen, durch Dichtezentrifugation aufogegeé und anschliel3end parallel zu Nalm 6-
und BJAB-Zellen mit Ti 8 in verschiedenen Konzetitmaen behandelt. Nach 24-stindiger
Inkubation wurde mithilfe des Casy®Counters die IZdhr vitalen Zellen bestimmt. Zur

besseren Vergleichbarkeit der erhobenen Daten waiel®/italzellzahl der Zelllinien bzw. der

primaren Zellen in Relation zu ihrer jeweiligen Kianlle gesetzt (Kontrolle = 100 % vitale

Zellen) und die so berechnete Viabilitat graphidalgestellt (Abb. 27 (a)).
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Abbildung 27:Untersuchung auf Selektivitdt der Wirkungen von Ti 8. Nalm 6-, BJAB- und primare,
mononukledre Zellen eines gesunden Probanden wumderverschiedenen Konzentrationen von Ti 8
behandelt. Dargestellt in a) ist die berechnetédiiiat der Zellen nach 24 h Inkubation. Die Viatéit wurde
aus der mittels Casy®Counter ermittelten Vitalzdllz berechnet. B) zeigt die jeweilige Apoptoserate,
durchflusszytometrisch detektiert nach modifizieZellzyklusanalyse nach 72 h Inkubation. Es wurdesi
unabhéngige Experimente durchgefiihrt; gezeigt werdiée Mittelwerte mit Standardabweichungen.

Signifikanzen wurden mit dem 2-seitigen T-Test bbret (* = p < 0,05; ** = p < 0,01; ** = p < 0,001

Die Zahl der vitalen Zellen blieb bei den primaranononukledren Zellen unter der Behandlung
mit Ti 8 in etwa konstant. Auch bei der Maximalkengration von 100M Ti 8 entsprach die
Zahl der vitalen Zellen annahernd der, der Negatitiolle, die Viabilitdt betrug 100 %. In
BJAB- und Nalm 6-Zellen fihrte Ti 8 konzentratiohkédngig zu einer deutlichen Reduktion
der Zellzahl. Bei der maximal eingesetzten Konzitn von 10QuM betrug die Viabilitat der
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BJAB-Zellen ca. 48 %, die der Nalm 6-Zellen sogar 27 %. Es konnte somit eine Selektivitat
bei der Reduktion der Vitalzellzahl von Ti 8 nacwggesen werden. Die Unterschiede zwischen
den Zelllinien und den primaren Zellen waren dehtbignifikant (p < 0,001).

Nach 72 Stunden Inkubation wurde die Apoptoseinduakin den verschiedenen Zellen mit der
modifizierten Zellzyklusanalyse quantifiziert. Dall®nnte bei allen untersuchten Zellen eine
Apoptoseinduktion nachgewiesen werden (Abb. 27. @Wahrend bei einer Konzentration von
60 uM Ti 8 keine signifikanten Unterschiede zwischem deellen festgestellt werden konnten,
variierte das Ausmal} der induzierten Apoptose teigender Konzentration zunehmend. Auch
in den priméaren Zellen wurde eine Apoptoserate &@n20% detektiert. Apoptoseraten von 55
% wurden bei 10uM Ti 8 in BJAB-Zellen nachgewiesen, bei Nalm 6-2ellbetrug die Rate
apoptotischer Zellen bei 10uM Ti 8 sogar 78 %. Hinsichtlich der Fahigkeit zur
Apoptoseinduktion zeigt Ti 8 keine 100%ige Selekdivgegeniber malignen Zellen. Auch in
gesunden mononukleéren Zellen wird zum Teil dadbsdelordprogramm initialisiert, wenn

auch in signifikant geringerem Mal3e als in maligdefilinien.
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4.7. Mechanistische Untersuchungen

Zur ldentifizierung des Mechanismus der Titanogatuzierten Apoptose wurden weitere
Untersuchungen durchgeftihrt, die im folgenden Ab#tldargestellt werden. Unter anderem
wurde eine Differenzierung zwischen Apoptose und krbge vorgenommen, der
Apoptosepathways identifiziert und verschiedene pApsefaktoren und Mechanismen

untersucht.

4.8. Apoptose oder Nekrose

Die Fragmentierung der DNA wird als typisches Enesgler Endphase der Apoptose betrachtet.
In dieser Arbeit wurde die DNA-Fragmentierung nifthider modifizierten Zellzyklusanalyse
detektiert und zum Nachweis der induzierten Apoptesrwendet. Eine internukleosomale
DNA-Spaltung wurde aber auch bei anderen FormenZadtodes, wie der Onkose und der
Nekrose, beobachtet. Um gesicherte Aussagen UberAgioptoseinduktion treffen zu kdnnen,
ist die Detektion der DNA-Fragmentierung als aliger Apoptosenachweis daher nicht
ausreichend. Vielmehr bedarf es weiterer Testvesgfalzum Nachweis anderer biochemischer
und morphologischer Veranderungen der Zellen im&iter Apoptose. Bei dem Testverfahren
des LDH-Assay wird der Austritt des intrazellulaEenzyms Laktatdehydrogenase als Parameter
einer allgemeinen Zytotoxizitat infolge einer Membschadigung detektiert. Anhand des
zeitlichen Verlaufes der Membranschadigung kannsealieMethode jedoch auch zur
Differenzierung zwischen Apoptose und Nekrose veoee werden. Wahrend bei der langsam
und kontrolliert ablaufenden Apoptose die Membraagnitat relativ lang erhalten bleibt, kommt
es bei der Nekrose schnell zu einer Zelllyse nis@echender LDH-Freisetzung. Abhéngig von
der Art des Zelltodes findet man demzufolge eindiciee Differenz im LDH-Release. Daher
wurde der LDH-Assay nach nur 2-stindiger Inkubattturchgefuhrt, zu einem Zeitpunkt an
dem infolge der schneller ablaufenden Nekrose tsetddH freigesetzt wird, wahrend nach
Apoptoseinduktion die Membran noch intakt ist. Aliése Weise verwendet, dient der LDH-
Assay als eine Methode zur Quantifizierung des otedaghen Zelltodes. Zur besseren
Interpretierbarkeit erfolgte eine Umrechnung unddislung der Ergebnisse des LDH-Assay als
Vitalitat der Zellen in Prozent (Abb. 28). DurchedBehandlung mit Ti 8 wird die Vitalitat nach
2 Stunden Inkubation kaum vermindert. Bei einer Metkonzentration von 10pM Ti 8
betragt die Vitalitat der Zellen noch 94,5 %. Dakann der Zelltod durch primare Nekrose

ausgeschlossen werden.
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W e—o o & o & o o Abbildung 28: Ausschluss unspezifischer Toxizitat
- durch Ti 8. Dargestellt ist die Vitalitdt der BJAB Zellen

nach 2 h Inkubation mit verschiedenen Ti 8-

Konzentrationen. Die Daten wurden mit dem LDH-

Vitalitéat [%6]
8

Release-Assay ermittelt. Es wurden drei unabhéngige

Experimente durchgefihrt; gezeigt werden die

———— Mittelwerte mit Standardabweichungen.
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Im Vergleich zu den anderen, biologisch aktivenaiidcenderivaten konnte fur Ti 8 die
geringste Vitalitdtsminderung nachgewiesen werddrer auch bei den anderen Derivaten ist
die Beteiligung der primaren Nekrose allenfalls gdsing zu bewerten. Den starksten Grad der

Vitalitditsminderung mit ca. 10,9 % zeigte Ti 34 loir Maximalkonzentration von 1Q0M
(Tab. 2).

Kon- Derivat Ti 8 Ti 4 Ti 26 Ti 34
zentration
60 uM 98,28 % 97,61 % 100 % 98,71 %
80 uM 97,34 % 92,56 % 94,78 % 92,91 %
100uMm 94,51 % 92,28 % 90,79 % 89,13 %

Tabelle 2:Ausschluss unspezifischer ToxizitdtDargestellt ist die Vitalitdt der BJAB-Zellen naéhh
Inkubation mit verschiedenen Konzentrationen von8TiTi 4, Ti 26 und Ti 34 in Prozent. Bei den

aufgefiihrten Daten handelt es sich um die Mitteleverei unabhangiger Messungen unter Anwendung des
LDH-Release-Assay.

Eine weitere, wissenschaftlich anerkannte Methade Elachweis der Apoptose ist die Annexin
V-Propidiumiodid-Doppelfarbung. Das Messprinzipshs Verfahrens beruht zum einen auf der
durchflusszytometrischen Detektion von Phosphysieih, das in der Frihphase der Apoptose
von der Innenseite zur Aul3enseite der Zellmembraansloziert und der Propidiumiodid-
Fluoreszenz zum anderen. Die Ergebnisse der And&xirDoppelfarbung werden in Form von
Dotplots dargestellt, wobei jeder Punkt im Diagramene Zelle reprasentiert. Zur
Datenauswertung werden die Dotplots mittels eineskigts in Quadranten unterteilt (Abb. 29
(@). Im Quadranten unten links befinden sich Zelkdne AnnexinV- und Propidiumiodid-

Farbung (An-/Pl-). Diese Zellen gelten als vitah Quadranten unten rechts finden sich solche
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Zellen, bei denen das Phospholipid Phosphatidyisgurch AnnexinV an der Aul3enmembran
angefarbt (An+) wurde, bei gleichzeitig intakter fuleran (P1-). Diese Zellen (An+/PI-) werden
als frihapoptotisch bezeichnet. Zellen im oberathten Quadranten zeigen eine positive
AnnexinV- und Propidiumiodid-Farbung (An+/Pl+) umgglten als spatapoptotisch. Zellen im
oberen, linken Sektor (An-/Pl+) sind als nekrotisofzusehen. Zur quantitativen Auswertung
wurden die Ergebnisse der Doppelfarbung in Form Balkendiagrammen dargestellt (Abb. 29
(b)). Die Summe der Prozentsatze der einzelneneBagkgibt 100 %.

Nach 48 h Inkubation mit Ti 8 zeigte sich eine tlelié Reduktion der vitalen BJAB-Zellen von
94 % auf 3 % bei einer Konzentration von 8@ (Abb. 29). Der Anteil frihapoptotischer Zellen
blieb bei allen Konzentrationen gering und erreatiéds Maximum mit einer Rate von ca. 10 %
bei einer Konzentration von M. Diametral zur Abnahme der vitalen Zellen stiey dnteil
der spatapoptotischen Zellen konzentrationsabhdngiguf 94 % an. Die Rate der nekrotischen

Zellen lag bei der Kontrolle, ebenso wie bei alkamzentrationen von Ti 8 unter 4 %.
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Abbildung  29: AnnexinV/Pl-Doppelfarbung. a) zeigt reprdsentative Dotplots der
durchflusszytometrischen Messungen nach 48 h Inlabanit Ti 8 in BJAB-Zellen. B) stellt die
Messergebnisse in Balkendiagrammen dar. Die Datedem aus drei unabhangigen Experimenten mit

der AnnexinV/PIDoppelfarbung ermittelt; gezeigt den die Mittelwerte mit Standardabweichungen.
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Sowohl die modifizierte Zellzyklusanalyse, als audie AnnexinV/PI-Doppelfarbung sind
Testverfahren, bei denen die Daten unter Verwenddeg Durchflusszytometrie erhoben
werden. Die Western Blot-Technik stellt eine Metbadim Nachweis der Apoptose, unabhangig
der Durchflusszytometrie, dar. Das Messprinzip bemauf dem Nachweis von Proteinen auf
zellularer Ebene. Zum Nachweis der Apoptose werdemangig aktivierte Mitglieder der
Caspasenkaskade und Caspasensubstrate detekbiert. Caspase-3 ist die wichtigste
Effektorcaspase der Apoptose. Zum Caspase-3-Nashwmgide ein Antikérper verwendet, der
spezifisch an die kleine Untereinheit (p17) derzessierten Caspase-3 bindet. Die praformiert in
der Zelle vorliegende Procaspase kann mit diesemk@mper nicht detektiert werden. Die
Abbildung 30 (a) zeigt einen Ausschnitt der Nitlbdesemembran mit den Spaltungsbanden
der prozessierten Caspase-3. Bei unbehandelteenZ@bbildung 30 (a), Spalte 1) findet sich
keine Bande, da dort keine Prozessierung stattdefuhat. Bei den behandelten Zellen werden
die Spaltungsbanden deutlich sichtbar (Abbildunde&@0Spalten 2 bis 6). Ebenso wird offenbar,
dass mit einer Erh6hung der Wirkstoffkonzentratte Prozessierung der Caspase-3 verstarkt
werden kann (Abbildung 30 (a), vergleiche Spalten@ 4 bzw. 5 und 6).

1 2 X 3 4 5
a) Caspase-3| — [ — w—| 17kDa

b) R-actin | e — —— — — | 42 kDa

Abbildung 30:Nachweis der prozessierten Caspase-3 im Western BMerfahren. Die Gele wurden
mit dem Totalzelllysat von BJAB-Zellen beladen, diach 48 h Inkubation mit Ti 34 in den
Konzentrationen 6QM (Spalte 3) und 82M (4) und Ti 8 in den Konzentrationen M (5) und 80uM

(6 ) geerntet wurden. Als Negativkontrolle dientasdTotallysat von BJAB-Zellen mit dem
Lésungsmittel DMSO (Spalte 1), als Positivkontrolfelllysat nach 48-stiindiger Inkubation mit
Epirubicin 5 uM (2). Spalte x ist eine Leerspalte, gefillt mitoPenpuffer. Zur Kontrolle der
gleichméaRigen Proteinbeladung wurde eine R-Actimtkadle durchgefiihrt (b).

Das DNA-Reparaturenzym PARP ist ein wichtiges Sabder Effektorcaspasen, das in der

Endphase der Apoptose prozessiert wird. Im akt&estand hat das Enzym eine Grél3e von 116
kDa. Im Verlauf der Apoptose wird es infolge seiB@altung durch die Caspasen deaktiviert. Es
verbleibt ein inaktives, 85 kDa grofRes FragmenticBermalRen wie Caspasen kann auch das
Caspasensubstrat PARP mittels Western Blot Teckelit spezifisch nachgewiesen werden.

Mithilfe des verwendeten Antikdrpers kann sowoh$ & kDa grof3e Fragment, als auch das
native Protein detektiert werden. In der Abbildungl ist ein Ausschnitt der

Nitrozellulosemembran nach PARP-Detektion dargkstehbei wird die PARP-Prozessierung



Ergebnisse 78

infolge einer Behandlung der BJAB-Zellen mit Epicib (Abb. 31, Spalte 2), Ti 8 (Abb. 31,
Spalte 3 und 4) und Ti 34 (Abb. 31, Spalte 5 undiéytlich sichtbar.

a) PARP

b) R-actin

Abbidung 31:Nachweis der PARP-Prozessierung mittels Western Bidechnik. Die Gele wurden
beladen mit dem Totalzelllysat von BJAB-Zellen, et nach 48 h Inkubation mit Ti 8 in den
Konzentrationen 6QM (Spalte 3) und 8@M (4) und Ti 34 in den Konzentrationen M (5) und 80
uM (6). Als Negativkontrolle diente das TotallysainvBJAB-Zellen mit dem Losungsmittel DMSO
(Spalte 1), als Positivkontrolle das Zelllysat na&stindiger Inkubation mit BM Epirubicin (2).
Zur Kontrolle der gleichmafigen Proteinbeladungdeueine 3-Actin-Kontrolle durchgefiihrt (b).

Um sicherzustellen, dass die Gesamtproteinmenggohghal3ig aufgetragen wurden, wurde 3-
Actin, ein Strukturprotein, das sich in der Regelallen Zellen konstant und gleich verteilt

findet, nachgewiesen. Bei beiden Zellulosemembramamten [3-Actinbanden nachgewiesen
werden (Abb. 30, sowie Abb. 31 (b)). Auch wenn Alisspragung der Banden auf der Membran
zur Caspase-3-Detektion bei der Negativkontrolld bei der Positivkontrolle verglichen mit

den anderen [3-Actin-Banden geringer ist, sind dad®n insgesamt dennoch annahernd
vergleichbar, so dass von einer ausreichend elidheit Proteinbeladung ausgegangen werden

kann.

4.9. Identifizierung des Apoptosesignalweges

Wie bereits diskutiert wurde, kann die Apoptose arfischiedenen Wegen ins Rollen gebracht
werden. Die Zytostatika-induzierte Apoptose wirdipisachlich Gber den extrinsichen oder den
intrinsischen Signalweg vermittelt. Im nun folgend&bschnitt soll der Signaltransduktionsweg
der Titanocen-induzierten Apoptose identifizierdwinarakterisiert werden.

Der extrinsische Signalweg ist abhangig von Todegp®ren, wie CD95, und assoziierten
Adaptermolekiilen mit Todesdomanen, wie FADD, welchie Ubertragung extrazellularer
Todessignale ins Zellinnere ermdéglichen. Um zu nsoiehen, ob die Titanocen-induzierte
Apoptose Uber diesen Signaltransduktionsweg vezthiitird, wurde ein besonderes Zellmodell
der Burkitt-like-Lymphom-Zelllinie BJAB verwendeBei diesem Testmodell ist eine Zelllinie
eine doppelt negative Mutante fir FADD (BJAB FADD):-kine zweite Zelllinie (BJAB mock)

zeigt dagegen ein normales Expressionsmuster fldxAeide Zelllinien wurden parallel mit
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verschiedenen Konzentrationen von Ti 8 behandeltl uwfie Unterschiede bei der
Proliferationinhibition (Abb. 32 (a)) und Apoptosduktion (Abb. 32 (b)) untersucht.

Wie in der Abbildung 32 (a) dargestellt, zeigte Sieine deutliche konzentrationsabhangige
Proliferationsinhibition in BJAB mock-Zellen, ebensvie in BJAB FADD -/- Zellen. Die
Unterschiede zwischen den Zelllinienpaaren mock &ADD -/- waren nicht signifikant
(zweiseitiger, unabhangiger Student’s T-Test, p,050 Auch bei der Apoptoseinduktionsrate
durch Ti 8 waren grof3tenteils keine signifikantemtédschiede zwischen den Zelllinien
nachweisbar (Abbildung 32 (b)). Lediglich bei eiftonzentration von 2uM Ti 8 war das
Ausmal’ der Apoptoseinduktion signifikant untersdhaf (p = 0,008). Diese Ergebnisse deuten
darauf hin, dass der rezeptorvermittelte Signastlaktionsweg bei der Wirkung von Ti 8 keine
Rolle spielt. Ware die Apoptoseinduktion abhangiogp VWADD, musste die Apoptose bei nicht
vorhandenem funktionellem FADD stark inhibiert wemnd Dies konnte anhand der Versuche
jedoch nicht gezeigt werden. Die Proliferationdition und Apoptoseinduktion verlauft
unabhangig von FADD.

a) b)

5 100
E < B BJAB mock
1) a1 'E' 80 |
2 2
= e o o 0 BJAB FADD -/-
o - ml Q
N S .
—_ 24 T 2 40
K I T
Z Z ok
% o - I
N o : ‘ ‘ ‘ ) — 1 ‘

0 25 50 75 100 0 s 0 g 0
Ti 8 [uM] Ti 8 [uM]

Abbildung 32:Untersuchung der FADD-Abhangigkeit Die parallel verwendeten Zelllinienpaare BJAB
mock und BJAB FADD -/- wurden mit dem Derivat Tir8verschiedenen Konzentrationen behandelt. Nach
24-stiindiger Inkubation wurde bei beiden Zellpaaneittels Casy®Counter die Zahl der vitalen Zellen
bestimmt (a), nach 72 h Inkubationszeit mithilfe dedifizierten Zellzyklusanalyse der Anteil apajoher
Zellen detektiert (b). Die Ergebnisse beider Za#ih sind in einem vergleichenden Balkendiagramm
dargestellt. Es wurden drei unabhéngige Experimehbehgefihrt; gezeigt werden die Mittelwerte mit
Standardabweichungen. Signifikante Unterschiedel@erudurch den 2-seitigen T-Test ermittelt (* = p,85;

** =p<0,01; *** =p < 0,001).

Der intrinsische Pathway geht einher mit dem Zusenbruch des mitochondrialen
Membranpotentials, der Freisetzung von CytochromaWd dem Mitochondrium und der
Prozessierung der Caspase-9. Mithilfe der JC-1tFdyb kann die apoptosetypische
Verringerung des Membranpotentials durchflusszytasah detektiert werden. Der kationische
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Fluoreszenzfarbstoff JC-1 akkumuliert abhangig voitochondrialen Membranpotential in der
Matrix der Mitochondrien. Eine Reduktion des Menmmpatentials korreliert mit der Abnahme
der Intensitat der Fluoreszenz 2 (590nm), welch€ A Sscan gemessen wird.

In der Abbildung 33 (a) wird die Fluoreszenzredwkt anhand der Verschiebung der
Punktwolke in Richtung der x-Achse sichtbar. In Adng 33 b werden die Daten

veranschaulichend in Form eines Balkendiagrammgeg&llt. Den vorliegenden Ergebnissen
zu Folge fuhrt Ti 8 konzentrationsabhéngig zum Zus&nbruch des mitochondrialen
Membranpotentials. Bei einer Maximalkonzentratiamn 100uM wiesen 73% der Zellen ein

reduziertes Membranpotential auf. Zusammen mitrd&hgewiesenen FADD-Unabhangigkeit
ist dies ein Hinweis darauf, dass die Ti 8-indueieApoptose Uber den intrinsischen

Signaltransduktions-weg vermittelt wird.
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Abbildung 33:Abfall des mitochondrialen Membranpotentials nach Behandlung mit Ti 8 in verschiedenen
Konzentrationen: (a) zeigt reprasentative Dotpties durchflusszytometrisch gemessenen JC-1 Farbacig
48 h Inkubation in BJAB-Zellen. (b) stellt die Mes=te in Balkendiagrammen gegeniiber. Es wurden drei

unabhéngige Messungen durchgefiihrt; gezeigt wedgelittelwerte mit Standardabweichungen.

Ebenso wie fur Ti 8 konnte auch fir die Titanocendde Ti 4 und Ti 26 eine derartige
Potentialanderung in einem hohen Prozentsatz nadcbgen werden (Abb. 34). Bei einer
maximal eingesetzten Konzentration von 0@ zeigten 83 % der BJAB-Zellen nach 48-
stindiger Inkubation mit Ti 4 einen deutlichen \Westldes mitochondrialen Membranpotentials
(Abb. 34 (a)). Nach 48 Stunden Inkubation mit 108 Ti 26 war in 73 % der BJAB-Zellen ein
reduziertes Membranpotential detektierbar (Abb(t9%
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Abbildung 34:Abfall des mitochondrialen Membranpotentialsin BJAB-Zellen infolge einer Behandlung
mit verschiedenen Konzentrationen von Ti 4 (a) Tn@6 (b) nach 48 h Inkubation unter Verwendung des
Fluoreszenzfarbstoffes JC-1 im FACSscan. Es wuddenunabhéangige Experimente durchgefihrt; gezeigt

werden die Mittelwerte mit Standardabweichungen.

Im weiteren Verlauf des intrinsischen Signalwegaesmint es aufgrund der gesteigerten
mitochondrialen Permeabilitat zur Freisetzung popaptischer Molekile, wie Cytochrom C.
Die Cytochrom C-Freisetzung fuhrt zur Bildung eidggoptosom-Komplexes, der entscheidend
fur diesen Signalweg ist. Der Apoptosomkomplex fi#dur Aktivierung der Effektorcaspase-9,
die weitere Caspasensubstrate spaltet und so mafbgab der Exekution der Apoptose beteiligt
ist. Mithilfe der Western Blot Technik konnte dieoRessierung der Caspase-9 nach 48-stiindiger
Inkubation mit Ti 8 (Abb. 35 (a), Spalte 3 und 4)duTi 34 (Abb. 35 (a), Spalte 5 und 6)
nachgewiesen werden. Zur Kontrolle der gleichmafiiBeoteinbeladung wurde eine 3-Actin-
Kontrolle durchgefuhrt, dargestellt in Abb. 35 (b).

1 2 3 4 5 6
. - - : 2
a) Caspase - 9 m | — — *ﬂ' — 37 kDa

D) B-ACHN | e e on— ——v— 12 kDa

Abbildung 35: Nachweis der prozessierten Caspase-9 mittels WesteBlot Technik. Die Gele
wurden beladen mit dem Totalzelllysat von BJAB-Zr|l geerntet nach 48 h Inkubation mit Ti 8 in
den Konzentrationen 6M (Spalte 3) und 8@M (4) und Ti 34 in den Konzentrationen g™ (5) und
80uM (6). Als Negativkontrolle diente das TotallysatrvBJAB-Zellen mit dem L&sungsmittel DMSO
(Spalte 1), als Positivkontrolle das Zelllysat nd&astiindiger Inkubation mit @V Epirubicin (2). Zur

Kontrolle der gleichmé&Rigen Proteinbeladung wuride 8-Actin-Kontrolle durchgefihrt (b).
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4.10. Untersuchung weiterer Apoptosefaktoren

Neben den Hauptsignalwegen gibt es weitere Faktalieneinen modulierenden Einfluss auf
den Ablauf der Apoptose ausiiben. Eines der bekstementiapoptotisch wirkenden Proteine
des intrinsischen Signalweges ist Bcl-2. Mithilfmes Modellsystems bestehend aus einem
MelHO-Zelllinienpaar wurde die Bedeutung des Bdkdteins fur die Ti 8-induzierte Apoptose
untersucht. Eine Zelllinie des Paares wurde miemireeren pIRES Plasmid (MelHO pIRES),
die zweite Zelllinie mit dem Bcl-2-Gen enthaltengdRES Plasmid (MelHO Bcl-2) transfiziert.
Dadurch findet sich in der zweiten Zelllinie das |[-BeProtein verglichen mit der
Kontrollzelllinie um ein Vielfaches uberexprimieleide Zelllinien wurden dann parallel mit
verschiedenen Konzentrationen von Ti 8 behandedtbeD zeigten sich keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Zelllinienpaaren beiRtetiferationsinhibition (Abb. 36 (a)) und
Apoptoseinduktion (Abb. 36 (b)). Daher ist davorsawgehen, dass diese Prozesse unabhangig
von der Bcl-2-Expression ablaufen.
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Abbildung 36:Untersuchung der Ti 8-Wirkung hinsichtlich ihrer Ab hangigkeit von Bcl-2 (a) zeigt die
Zahl der vitalen MelHO-Zellen nach 24 h Inkubatioit Ti 8 im Vergleich, ermittelt mittels Casy®Cowent
Dargestellt in (b) sind die Apoptoseraten des iédlhpaares MelHO pIRES und MelHO Bcl-2 nach 72 h
Inkubation mit Ti 8. Die Daten wurden durchflussayietrisch mithilfe der modifizierten Zellzyklusaysé
bestimmt. Es wurden drei unabhéngige Experimentehdefihrt; gezeigt werden die Mittelwerte mit

Standardabweichungen. Mittels 2-seitigem T-Testewuf Signifikanz geprift.

Der Faktor Smac wirkt proapoptotisch, indem er @asapase-inhibierende Wirkung der IAPs
unterbinden kann. Die Untersuchung dieses Faktowrsie nach gleichem Vorgehen wie bei
dem Faktor Bcl-2 vorgenommen. Dabei wurde ein Jufkdilinienpaar verwendet. Die

Zelllinien  unterscheiden sich durch eine Smac-Eheresssion (Jurkat smac) und eine

unveranderte Smac-Expression (Jurkat neo). Es &ongezeigt werden, dass die
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Proliferationsinhibition ebenso wie die Apoptoseiktlon durch Ti 8 groftenteils unabhangig
vom Smac-Level der Zelle ablauft (Abb. 37). Lediglibei einer Konzentration von 0/ Ti8
waren signifikante Unterschiede zwischen dem Zedfipaar nachweisbar.

a) b)
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Abbildung 37:Untersuchung der Wirkung von Ti8 hinsichtlich ihrer Smac-Abhangigkeit (a) zeigt die
Zahl der vitalen Jurkat-Zellen nach 24 h Inkubatioib Ti 8 ermittelt mittels Casy®Counter. Dargektai (b)
sind die Apoptoseraten des Zelllinienpaares Junkat und smac nach 72 h Inkubation mit Ti 8. DieeDat
wurden durchflusszytometrisch mithilfe der mod#izen Zellzyklusanalyse bestimmt. Es wurden drei
unabhéngige Messungen durchgefiihrt; gezeigt welieNlittelwerte mit Standardabweichungen. Signifitea
Unterschiede wurden durch den 2-seitigen T-Testte&lin(* = p < 0,05; ** = p < 0,01; ** = p < 0,00).

4.11. Bedeutung der ,ROS" flr die Ti 8-induzierte Apoptose

Molekule der "Reactive Oxygen Species" (ROS) konbekanntermal3en Apoptose induzieren.
Um ihre Relevanz fur die Ti 8-induzierte Apoptose ermitteln, wurden Versuche mit
verschiedenen Antioxidantien durchgefihrt. N-AcéiyCystein (NAC) fungiert als allgemeiner
Radikalfanger, Ebselen imitiert die Glutathionpedase, die Wasserstoffperoxid reduziert, N-
Monomethyl-L-Arginin (L-NMMA) blockiert die endogen Stickstoffmonoxid-Synthese und
Thioharnstoff (Thio) bindet Hydroxyl (OH-)-Radikaldach einstindiger Vorinkubation mit den
Antioxidantien wurde die Ti 8-induzierte Apoptosettels modifizierter Zellzyklusanalyse
detektiert (Abb. 38).
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Abbildung 38:Bedeutung der ROS-Molekiile fur die Wirksamkeit vonTi 8. HL60- (a) bzw. BJAB-Zellen (b-d)
wurden mit den Antioxidantien (a) NAC, (b) Ebselér), L-NMMA und (d) Thiourea jeweils 1 h vorinkulsteund
anschlieBend mit Ti 8 behandelt. Nach 72 h Inkapatvurde die Rate apoptotischer Zellen mithilfe der
modifizierten Zellzyklusanalyse durchflusszytonsth ermittelt. Es wurden drei unabhéngige Messungen
durchgefiihrt; gezeigt werden die Mittelwerte miar@tardabweichungen. Signifikante Unterschiede wuriech

den 2-seitigen T-Test ermittelt (* = p < 0,05; *=< 0,01; *** = p < 0,001).

Lediglich bei der Verwendung von NAC mit geringeonrkentrationen (2QM und 30uM) von
Ti 8 zeigte sich eine signifikant verminderte Apmgginduktion (p < 0,05). Bei einer Ti8-
Konzentration von 50uM konnten bereits keine Unterschiede in den Apaptisn
nachgewiesen werden (Abb. 38 (a)). Bei den andeiegesetzten Antioxidantien zeigten sich

keine Auswirkungen auf die Ti 8-induzierte Apomd#bb. 38 (b-d)). ROS-Molekile kénnen

daher nur in geringem Mal3e bei der Apoptoseinduakdiarch Ti 8 eine Rolle spielen.
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4.12.In vivo-Untersuchungen

Zur Untersuchung der Wirksamkeit vivo und zur Einschatzung der Toxizitat von Ti 8 wurde
das NOD/SCID-Mausmodell verwendet. An Tag 14 wurechdem der injizierte Tumor aus
BJAB-Zellen eine palpable Grol3e aufwies, mit deder Gabe von 50 mg/kg Korpergewicht Ti
8 begonnen, eine Kontrollgruppe von SCID-Mausenietirtanalog Olivenél im gleichen

Intervall. Das Korpergewicht (KG) der Mause, dasmbuvolumen (TV) und das relative

Tumorvolumen wurden im Verlauf beobachtet. Es zegjth ein therapeutischer Effekt infolge
der oralen Behandlung mit Ti 8 in Form einer sitgaifiten Reduktion der Tumorprogression im

Vergleich zur Kontrollgruppe (Abb. 39).
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Der Verlauf des durchschnittlichen Koérpergewichtkente als Parameter der Toxizitat. Die
untersuchten SCID-Mause hatten anfanglich ein dwfuhittliches Gewicht von 26 g. Unter der

Gabe von Ti 8 zeigte sich eine leichte Gewichtshbrea auf maximal 21 g (86 % des

Ausgangsgewichtes). Die Gewichtsreduktion unteextkich zu allen Messpunkten (Tag 14, 17,
23, 25, 29) signifikant von der Kontrollgruppe (A%0).
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Im Versuchsverlauf wurde in der Kontrollgruppe ded von zwei Versuchstieren (Tag 21 und
25), in der Gruppe der Ti 8-behandelten MauseTader eines Tieres (Tag 21) beobachtet. Die
genaue Todesursache konnte nicht geklart werdeininBgesamt guter Tolerabilitat der Ti 8-

Gabe sind die Gewichtsreduktion und das Versteddeds Versuchstieres deutliche Anzeichen
einer gewissen Toxizitdt des Wirkstoffes. Zeich@amee hohergradigen Toxizitat zeigten sich

wahrend der Behandlung nicht.

4.13. Weitere Substanzeigenschaften

Fur die Verwendung einer Substanz als Wirkstoff dsimeben der Fahigkeit zur
Proliferationsinhibition und Apoptoseinduktion aumfdere ,allgemeine” Substanzeigenschaften
von Bedeutung. Eine solche Eigenschaft mit Releé@nzlen therapeutischen Einsatz ist die,
der Proteinbindung. Um zu Uberprifen inwiefern\digkung von Ti 8 von der Proteinbindung
abhéangig ist, wurden Versuche mit Zellkulturmediemchgefihrt, bei denen die Konzentration

des zugesetzten fetalen Kéalberserums (FCS) vaniade.
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Abbildung 41: Untersuchungen zur Proteinbindung BJAB-Zellen wurden in Zellkulturmedien mit
variierendem Gehalt an FCS (5%, 7,5% und 10%) \keli. Nach 24 Stunden Inkubation wurde die
Vitalzellzahl mittels Casy®Counter detektiert, irelRion zur jeweiligen Kontrolle daraus die Viatiiti
berechnet und in (a) dargestellt. Abgebildet insjby die Werte der Apoptoseinduktion, ermittelthitie der
modifizierten Zellzyklusanalyse nach 72 Stunderubdtion. Die Unterschiede zum Medium mit 10 % FCS-
Gehalt wurden unter Verwendung des 2-seitigen TeBefiir unabhéangige Variablen auf Signifikanz gépri
Es wurden drei unabhédngige Messungen durchgefllgegzeigt werden die Mittelwerte mit
Standardabweichungen.

Wie vermutet, trat die proliferationsinhibierende irking von Ti 8 bei geringeren
Konzentrationen FCS im Zellkulturmedium im mittleréKonzentrationsbereich deutlicher

hervor, als dies bei der Ublichen Konzentration €680 FCS der Fall war (Abb. 41 (a)). Bereits
bei 40uM Ti 8 konnte bei 7,5% FCS eine Reduktion der Mitdii der BJAB-Zellen auf 75 %,
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bei 5 % FCS sogar auf 55 % nachgewiesen werdemewdldie Viabilitat der Zellen bei 10 %
FCS noch 84 % betrug. Auch bei Konzentrationen &pM und 80uM Ti 8 bestatigte sich,
dass die Proliferation umso starker gehemmt wyedgeringer der FCS-Gehalt und damit der
Proteingehalt des Mediums war. Mit steigender Katragion Ti 8 nahmen die Unterschiede im
Ausmal} der Proliferationsinhibition jedoch ab, ie$ der maximalen Konzentration von 100
keine signifikanten Unterschiede mehr detektientdea konnten.

Die Untersuchungen zur Apoptoseinduktion unter claesienen Konzentrationen FCS
erbrachten ein ahnliches Ergebnis (Abb. 41 (b)ciNakubation mit 4uM Ti 8 zeigte sich mit
33 % die hochste Rate an apoptotischen Zellen b BCS. Auch bei 7,5% FCS lag die
Apoptoserate mit 15% signifikant Uber der Induksiate bei Medium mit dem Ublichen 10 %
FCS-Gehalt (1%). Ab einer Konzentration von 8@ Ti 8 konnten jedoch keine signifikanten
Unterschiede mehr nachgewiesen werden.

Im Verlauf der Untersuchungen wurden zum Teil Satkuagen bei der Wirksamkeit von Ti 8
beobachtet. Die Beobachtung des Wirkungsverlustés zomehmender Lagerungszeit der
angesetzten Stocklésung fuhrte zu der Vermutungs die in DMSO geldste Wirksubstanz
zerfallt und nur noch teilweise wirksam ist. Zur dgpriifung dieser These wurde die Ti 8-
induzierte Apoptose einer Ti 8-Stocklosung, die utelbar vor dem Versuch angesetzt wurde
(,neu“) mit einer sieben Tage zuvor vorbereitetéoc®losung (,alt*) verglichen (Abb.42).

100 Abbildung 42: Untersuchung der chemischen
*k M alt

o O reu Stabilitat von Ti8. Vergleichend dargestellt sind die

Apoptoseraten in Nalm 6-Zellen nach 72 h Inkubation
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5 88 8

8-Losung, ermittelt mittels modifizierte

Zellzyklusanalyse. Abgebildet sind die Mittelwerten
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Standardabweichungen.  Signifikante  Unterschiede
Ti 8 [uM
'8 [um] wurden durch den 2-seitigen T-Test ermittelt

(*=p<0,05; *=p<0,01; ** = p < 0,001).

Es zeigten sich deutliche Unterschiede im PoteatialApoptoseinduktion zwischen ,alter* und
.nNeu* angesetzter Stocklosung mit einer Unterlegénider ,alten* Stocklésung. Die
Unterschiede wiesen bei den Konzentrationen vonpu®0 und 100 uM eine deutliche
Signifikanz auf. Bei der Konzentration von 8@M war aufgrund der grof3en

Standardabweichung kein signifikanter Unterschiachmweisbar.
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5. Diskussion

Maligne Tumorerkrankungen sind ein Bereich inteasiv Forschungstatigkeit. Die
wissenschatftliche Forschung hat zu einem bessererstandnis fir die Entstehung der
Erkrankungen und auch zu einer Verbesserung derapiem gefuhrt. Dennoch bilden
Krebserkrankungen die zweithaufigste Todesursach®eutschland. Dies hat verschiedene
Ursachen. Ein Grund dafir sind die starken Nebémmgen der Zytostatika, ein anderer die
Resistenzmechanismen der Tumorzellen, die die Wglkider Chemotherapien reduziert. Daher
bleibt die Erforschung und Entwicklung neuer Widist ein wichtiges Ziel derzeitiger
Forschung. Im Rahmen dieser Dissertationsarbeitlulerbindungen der Wirkstoffklasse der
Titanocene hinsichtlich ihrer biologischen Aktititan malignen Zellen untersucht und
charakterisiert. Dabei kann die Arbeit in zwei Almsiite unterteilt werden. In einem ersten
Abschnitt wurde die Aktivitat der verschiedenen iDa&te quantifiziert. In einem zweiten
Abschnitt wurde der Wirkmechanismus genauer unthitsiDas Hauptaugenmerk richtete sich
dabei auf das Derivat Ti 8, dessen Wirkspektinmritro, ex vivoundin vivo evaluiert wurde.
Weitere biologisch aktive Derivate wurden vergleictd dazu betrachtet.

5.1. Quantifizierung der Aktivitat

Um einen ersten Uberblick tUber die Aktivitat detafiocenderivate zu erhalten wurden drei, fur
einen antitumoralen Wirkstoff wichtige Aspekte usteht: das Potential zur
Wachstumshemmung und spezifischen ZytotoxizitateunfAusschluss der ungerichteten
Nekrose. Drei der Derivate waren fiir die Versuchesze nicht ausreichend in DMSO I6slich.
Diese unléslichen Derivate (Ti 3, Ti 25 und Ti 28hlen zu den cholesterin-substituierten
Titanverbindungen, die durch Acylierung des Titarararboxylates mit Cholesterin entstehen.
Derartige Verbindungen finden in der Chemie Verwergl als Gelatoren organischer
Losungsmittel. Die Ubrigen Verbindungen wurden inee Konzentrationsreihe bis zu einer
Maximalkonzentration von 10QM auf der humanen Burkitt-like-Lymphom Zelllinie BB
getestet. Verbindungen, die unter Verwendung dediimcerten Zellzyklusanalyse eine
Apoptoseinduktionsrate von 50% erzielen konntenidem als biologisch aktiv definiert. Die
Carboxylatverbindungen Ti 2, Ti 6, und Ti 7, sowdee Amide Ti 9 und Ti 19 konnten
entsprechende Apoptoseraten mit der eingesetztexmdikonzentration von 10QM nicht
erreichen und gelten definitionsgemal} als unwirkdaiin vier der insgesamt zwolf Derivate (Ti
4, Ti 8, Ti 26 und Ti 34) konnte in mehr als 50% dellen die apoptosetypische DNA-
Fragmentierung nach Behandlung dber 72 h nachgewieserden, sodass diese vier
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Verbindungen als biologisch aktiv angesehen werdére Konzentration, bei der eine
Apoptoserate von 50 % (Ag) erreicht wurde lag bei den vier Derivaten in aine
Konzentrationsbereich zwischen 50 und 1j0®I. Die niedrigste AGy erzielte Ti 8 mit
Konzentrationen von 50-60@M. Dieser Wirkbereich liegt tber dem herkdmmlichwendeter
Zytostatika (LGg-Wertein vitro bei BJAB-Zellen: Daunorubicin 8,8V, Doxorubicin 8,6uM,
Cytarabinosid 20,pM und Fludarabin 12,9M; Vorarbeiten der AG Prokop). Ausschlaggebend
fur den klinischen Einsatz sind die Spezifitat uhd therapeutische Breite eines Wirkstoffes.
Unter Verwendung des LDH-Release-Assay nach 2 detuinkubation wurde die unspezifische
Zytotoxizitat durch Nekrose fir die Titanocendetevarmittelt. Bei allen Derivaten lag die
unspezifische zytotoxische Schadigung im Konzeiotmabereich der jeweiligen Agunter 8 %,
bei Ti 8 sogar unter 2%. Dies spricht fir eineirgge unspezifische Toxizitat trotz einer
vergleichsweise hohen Wirkstoffdosis.

Neben der Apoptoseinduktion spielt auch die Fahigker Proliferationsinhibition flr einen
zytostatisch wirksamen Wirkstoff eine wichtige Roll Alle vier biologisch aktiven
Verbindungen zeigten auch diese Fahigkeit.

Bei den untersuchten Derivaten zeigte sich eine zKotrationsabhangigkeit der
Proliferationsinhibition und der ApoptoseinduktidDiese beiden Effekte kbnnen unabhangig
voneinander auftreten, kbnnen aber auch aneinagel@ppelt sein, wenn beispielsweise die
Apoptoseinduktion Uber einen Zellzyklusarrest dtziwird. Weiterhin ist nach erfolgter
Aktivierung des Selbstmordprogramms die Teilung sterbenden Zelle nicht mehr mdglich.
Daher kann man nicht nur bei dieser Substanzklessedern auch bei vielen Klassen der
herkdbmmlichen Zytostatika sowohl die Proliferatibesimung als auch die Apoptoseinduktion
als Hauptwirkmechanismen feststellen.

Aussagekraftige Ruckschlisse auf mogliche Struktirkungsbeziehungen lassen sich aufgrund
der geringen Zahl der Derivate nicht ziehen. Zwarem unter den wirksamen Derivaten die
Amidverbindungen (Abb. 43 (a)) in einem Verhaltnisn 3:1 starker vertreten als die
Carboxylverbindungen (Abb. 43 (b)), dennoch gabaesh Amidverbindungen, die keine

ausreichende biologische Wirksamkeit zeigten.
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Abbildung 43: Allgemeine  Struktur der Titanocenamid- (a) und
Titanocencarboxylverbindung (b). An Position R und R finden sich

derivatabhangig verschiedene Substituenten.

Auch die Prasenz spezieller Substituenten zeigieekedirekten Zusammenhang zur Wirkung
der Verbindung. Beispielsweise findet man einenl@yexadienylrest (gHs) als Substituenten
(an Position R der wirksamen Amidverbindung Ti 26, ebenso wie ther unwirksamen
Verbindung Ti 9 (Abb. 44, hellgrin unterlegt). D@&yclohexadienylsubstitution scheint also
nicht wirkungsentscheidend zu sein. Diese beideixdungen unterscheiden sich voneinander

an Position Rin einem weiteren Substituenten, der die Wirksathsebeeinflussen scheint.

Ti 9 Ti 26

Q’

%T"oo N/\(j c© % ooN’\©

Tig Ti 34
c© [~ cl©
i<l T
covilll ooy
% H H

Abbildung 44:Strukturvergleich . Dargestellt sind die Strukturformeln der Derivated, Ti 26, Ti 8
und Ti 34 mit farblich unterlegten Substituentewei Methylreste (gelb) und Cyclohexylrest

(orange) an Position;RCyclohexadienylrest (hellgriin) an Position R

Die wirksame Verbindung Ti 26 weist an dieser Rasieinen Cyclohexylrest ¢@E10) auf (Abb.
44, orange unterlegt), das unwirksame Ti 9 zweihyle¢ste (2(CH)) (Abb. 44, gelb unterlegt).
Der Cyclohexylrest scheint demzufolge die Wirksaiinka begriinden. Diese Vermutung wird
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jedoch anhand eines anderen Derivatpaares wideBegin auch die beiden Derivate Ti 8 und
Ti 34 unterscheiden sich auf die gleiche Weise asitidn R, beide Derivate zeigen jedoch

biologische Aktivitat in malignen Zellen (Abb. 44).

Die Verbindung Ti 34 wurde von den Chemikern de&W{@ Institutes synthetisiert, nachdem

das zytotoxische Potential von Ti 8 und Ti 26 inligreen Zellen nachgewiesen worden war. Das
Derivat stellt ein Kombinationsprodukt aus Strukfiteilen von Ti 8 und Ti 26 dar.

Die Vermutungen Uber eventuelle Struktur-Wirkungséleungen sind widersprtchlich und die
Zahl der Derivate fur ein computergesteuertes Modglzu gering, als dass man zu diesem

Zeitpunkt der Untersuchung fundierte Aussagen dartieffen konnte.

5.2. Untersuchungen des Wirkmechanismus von Ti 8

Nach erfolgreicher Quantifizierung des Potentialsur z Apoptoseinduktion und
Proliferationsinhibition unter Ausschluss des Hisfles ungerichteter Nekrose, wurde das
Derivat Ti 8 in verschiedenen Zelllinien und primérZellen getestet, um einen Uberblick ber
das Wirkspektrum der Substanz zu erhalten. Um e@ssdres Verstdndnis fur den
Wirkungsweise zu erhalten wurden Apoptosemechamsmuad beteiligte Faktoren der
Signaltransduktion untersucht. Weiterfuhrend wurdereinem erstenn vivo-Experiment die
Toxitzitat und therapeutischen Effekte von Ti 8 etwit.

5.2.1. LGg-Bestimmung

Fur den allgemeinen therapeutischen Einsatz einesnefstoffes muss seine Dosis-
Wirkungsbeziehung ermittelt werden. Dazu muss za@iaachgewiesen sein: die Wirksamkeit
und die Konzentration (Dosis), bei der die gewiltes&Nirkung eintritt. Ferner ist die Toxizitat
von Bedeutung, bei der zwischen akuter und chrbeisd@oxizitdt unterschieden wird. Zur
Quantifizierung der akuten Toxizitat wird in der tMen der Begriff der Letaldosis (LD)
verwendet. Die Ll ist definiert als diejenige Wirkstoffdosis, beirda einem bestimmten
Zeitraum der Tod bei 50 % der Testpopulation vexcis wird. Der Begriff der L& (letale
Konzentration) wird zum Teil synonym verwendet, \eamderen Autoren jedoch auch von der
LDso unterschieden. Der Begriff der Zytotoxizitat unsflagsligemeiner die Gesamtheit einer
Zellschadigung. Er unterscheidet weder die Art 8ehadigung, noch ob die Zelle daraufhin
apoptotisch oder nekrotisch zugrunde geht. Eswgitdchiedene Methoden zur Bestimmung der
LDso und LGso. Zur Abschéatzung des zytotoxischen PotentialsTa@anocenderivate wurde die

Annexin/Propidiumiodid-Doppelfarbung nach 48-stigstti Inkubation auf BJAB-Zellen
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durchgefuhrt. Dadurch konnte der prozentuale Antil vitalen Zellen ermittelt werden,
unabhangig davon ob geschéadigte Zellen apoptotden nekrotisch zugrunde gingen. Anders
ist dies bei der Detektion der frihen zytotoxiscBehadigung der Zellen mittels LDH-Release-
Assay nach 2 Stunden Inkubation, da dabei lediglieh Anteil nekrotischer Zellen gemessen
wird.

Die ermittelte LGy von Ti 8 befindet sich in dem Konzentrationsbdreion 40-6QuM und liegt
damit hoher als die Lfg anderer, verwendeter Zytostatika. Eine niedrigegoli§t jedoch kein
alleiniges Kriterium flr ein gutes Chemotherapeauwtik vielmehr zahlt die Dosis-
Wirkungsbeziehung ebenso wie die Relation von Wigkund Nebenwirkung des Wirkstoffes

im Organismus.

5.2.2. Proliferationsinhibition

Zu den charakterisierenden Eigenschaften maligmesfiormierter Zellen zéhlt die Fahigkeit zu
unkontrollierter Proliferation mit einer hohen Taifsrate. Entsprechend besteht eine weitere
wichtige Eigenschaft eines Zytostatikums in derigléit zur Proliferationshemmung. Schon der
Name Zytostatikum beschreibt diesen wichtigen Aspek Wirkung (aus dem griechischen:
Cyto = Zelle, statik = anhalten). Fur die VerbindguTi 8 konnte eine signifikante
Proliferationsinhibition konzentrationsabhangigimgewiesen werden. Dartber hinaus wurde bei
der eingesetzten Maximalkonzentration von 1M die Ausgangszellzahl von 1AMl
unterschritten, so dass bei dieser Wirkstoffdosis &inem zusatzlichen Ti 8-induzierten Zelltod
auszugehen ist. Auch die anderen biologisch aktividtanocenderivate zeigten eine
konzentrationsabhéngige Proliferationsinhibition.i B4 erwies sich dabei mit einer
Wachstumshemmung von 100% bei einer eingesetztarzddtration von 40-6QuM als der
potenteste Inhibitior. Die Proliferationsinhibitiomurde nach einer festgelegten Inkubationszeit
von 24 Stunden gemessen. Um Aussagen Uber derchasitlVerlauf und eventuelle zeitliche
Abhangigkeiten treffen zu kénnen, sollte eine Kikebeispielweise nach 12, 24, 48 und 72
Stunden, durchgefuhrt werden.

Die Hemmung der Proliferation ist ein wichtiger &&p der Tumortherapie, auch weil zum Teill
bereits durch Anhalten des Zellzyklus eine Apoptoselumorzellen induziert werden kann.
Andererseits sind Tumorzellen nach dem medikamené&igielten zwischenzeitlichen
Teilungsstopp erneut zu ungehinderter Proliferatioder Lage. Dadurch wird eine Verzégerung
der Krankheitsprogression erzielt, ohne jedoch &iegung zu erreichen. Nur durch einen ,total
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cell kill* kann eine Heilung erreicht werden. Diguadidee des ,total cell kill“-Konzeptes ist die
Beseitigung aller Tumorzellen durch Apoptoseindurkti

5.2.3.In vitro-Apoptoseinduktion

Die Apoptoseinduktionsrate wurde durchflusszytomelr unter Verwendung der modifizierten
Zellzyklusanalyse, bei der die DNA-Fragmentierungpand der Abnahme der Propidiumiodid-
Floureszenz detektiert wird, auf Einzelzellniveamigelt. Eine signifikante Apoptoseinduktion
zeigte sich nach 72-stindiger Inkubation mit TieB BJAB-Zellen ab einer Konzentration von
50 uM. Die maximale Induktionsrate von 84% wurde mit déaximalkonzentration von 100
UM erreicht. Dieses Nachweisverfahren wurde naclkereiestgelegten Inkubationszeit von 72
Stunden durchgefuhrt. Auch hier sollte eine Kinetiigefertigt werden, um Aussagen Uber den
zeitlichen Verlauf und eventuelle zeitliche Abh&gigditen treffen zu kénnen.

Das Ansprechverhalten verschiedener Tumorentitatariiert sehr stark gegenuber
Chemotherapeutika. Zur Evaluation des Wirkspektrumgde die Wirkung von Ti 8 in
verschiedenen Zelllinien untersucht. Dabei erwieseh Lymphom- und Leukamiezelllinien als
vergleichsweise sensibel fur Ti 8. Hier waren ateeiKonzentration von 3QM signifikante
Apoptoseinduktionsraten nachweisbar, die bei @RDTi 8 bis zu 82 % erreichten. Unter den
untersuchten Zelllinien befanden sich sowohl Lymphellen, als auch Zellen von T-Zell- und
B-Zelll-Leukamien. Zelllinien solider Tumore sprechmeist weniger auf Chemotherapeutika
an. Oft findet man in diesen Zellen Resistenzem €ine suffiziente Apoptoseinduktion
verhindern und dadurch zu einem Therapieversagdireriti konnen. In der humanen
Melanomzelllinie MelHO erzielte Ti 8 mit einer Koeatration von 80uM eine maximale
Apoptoserate von 56 %. Die Mammakarzinom-ZelllinlCF-7 zahlt durch ihre Caspase-3-
Defizienz zu den resistenten etablierten ZellliniBennoch konnte Ti 8 in immerhin 26 % der
Zellen das Selbstmordprogramm initiieren. In einereiten Spektrum von Suspensions- wie
adharenten Zelllinien konnte fur Ti 8 und anderdafdocenderivate das Potential zur
Apoptoseinduktion, trotz zum Teil vorliegender Résnz der Tumorzellen, signifikant
nachgewiesen werden. Auch die anderen, biologiskiivem Derivate erwiesen sich in
verschiedenen Zelllinien als wirksam. Dabei war deivat Ti 4 verglichen mit Ti 8 in
Suspensionszellen, vor allem aber in adharentedlinfeh hinsichtlich seiner Wirkung
unterlegen. Auch die Verbindung Ti 26, die nur irnigen Suspensionszelllinien getestet
werden konnte, erreichte nicht die Apoptoseratem Tio8. Fir Ti 34 konnte in verschiedenen

Zelllinien im Vergleich zu Ti 8 ein Wirkeintritt hegeringeren Konzentrationen und ein
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Sattigungseffekt der Wirkung nachgewiesen werdesgdsamt konnte Ti 34 bei den maximalen
Induktionsraten die Ti 8-Wirkung nicht tUbertreffen.

5.2.4.Ex vivo-Apoptoseinduktion

Bei der Evaluation der Wirkspektren potentielleeuar Wirkstoffe vermitteln die Ergebnisse
von in vitro-Versuchen einen ersten, wichtigen Uberblick. Déllihien entstammen humanen
Tumorentitdten und sind unter entsprechenden Keittimgsbedingungen unbegrenzt
teilungsfahig. Im Verlauf von Kultivierung und Paggerung finden sich jedoch genetische
Veranderungen in den kultivierten Zellen, so dassza grof3en Unterschieden zwischen
primaren Zellen und Zellen der Zellkultur kommemkaZelllinien von Leukamiezellen lassen
sich meist leicht mit hohen Vitalitaten in Kultuemwmehren. Priméare Zellen dagegen zeigen
keine oder nur ein geringes Mal3 an ZellteilungenKultur kommt es bei primaren Zellen
schnell und stetig zu einer Abnahme der Vitalidrch eine Kokultivierung mit Feederzellen
konnte man zwar die Vitalitat erhalten, wirde atieht die Proliferationsfahigkeit der primaren
Zellen beeinflussen. Dennoch sind die Daten voretdochungen an primaren Zellesx (vivg
aussagekréaftiger ala vitro-Daten, da sie unmittelbar nach ihrer Entnahme gadet werden
missen und dadurch bei ihrer Verwendung genetisearandert sind.

FUr dieex viveUntersuchungen wurde peripheres Blut oder Knoclaeaspirat von Patienten
mit einer akuten lymphoblastischen Leukamie im lesalter verwendet. Unmittelbar nach der
Probengewinnung wurden mononukleére Zellen, dieehitDichtezentrifugation selektiert,

gewaschen und mit verschiedenen Wirkstoffen behande

Der Begriff der Leukdmie wurde 1845 von Rudolf Wioev als ,Weil3blutigkeit* in die
medizinische Literatur eingefiihieute dient er als Sammelbegriff fir maligne Erktargen
der Leukozyten, die durch neoplastische Transfaomatind klonale Proliferation unreifer
hamatopoetischer Stammzellen entstehen. Die untem dBegriff der Leukamie
zusammengefassten Erkrankungen, werden anhanchiestener Gesichtspunkte differenziert:
Nach morphologischen, zytochemischen, sowie immiotzgischen Kriterien werden die
atypischen Zellen alsmyeloisch oder lymphoblastisch unterschieden (1), anhand des
Differenzierungsgrades der atypischen Zellereifzellig oderunreifzelligunterteilt (2) und der
klinische Verlauf der Erkrankung fuhrt zur Untersitungakut — chroniscl{3). So ergeben sich
die folgenden vier Krankheitsgruppen:
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1. Akute lymphoblastische Leuk&mie (ALL)

2. Akute myeloische Leuk&amie (AML)

3. Chronisch lymphoblastische Leukamie (CLL)

4. Chronisch myeloische Leukamie (CML)
Im Rahmen dieser Arbeit ist besonders die ALL, di@ite lymphoblastische Leukadmie, des
Kindesalters von Interesse. Diese bildet mit eilmaidenz von 3,3 Erkrankungen/100 000
Einwohner < 15 Jahren und einem Anteil von ca. 3di@haufigste bosartige Erkrankung im
Kindesalter. Die Altersverteilung zeigt einen H@gukitsgipfel zwischen dem 2. und 5.
Lebensjahr. Das Verhaltnis von Jungen zu Madch&édgel,2 : 1.
Im Rahmen der Pathogenese kommt es nach erfolgteligmar Transformation der
hamatopoetischen Stammzellen zur diffusen autondpneliferation einer Leukozytenrasse mit
Expansion im blutbildenden Knochenmark unter Vearduing der physiologischen
Hamatopoese, Ausschwemmung unreifzelliger BlastsnBlut, sowie eventueller Infiltration
extramedullarer Organe. Die klinische Symptomask vorwiegend auf die progrediente
Knochenmarkinsuffizienz zurtickzufihren. Es zeigérh Blasse und Abgeschlagenheit als
Zeichen des Erythrozytenmangels (Anamie), Blutueggmg mit petechialen Einblutungen
infolge einer Thrombozytopenie, sowie Infektanfikkit bedingt durch einen Mangel an
funktionsfahigen LeukozyterDie ALL ist kein einheitliches Krankheitsbild, stern kann bei
verschiedenen Patienten einen sehr unterschiedli¢edauf nehmen. Manche Patienten zeigen
gutes Therapieansprechen, wahrend andere nur eetzagf die Therapie ansprechen oder
schnell rezidivieren. Nachdem in den letzten Jdimien verschiedene Risikofaktoren
identifiziert werden konnten, die mit einem schkechTherapieansprechen oder einem erhéhtem
Rezidivrisiko einhergehen, wird die Therapie rigidlaptiert nach Stratifizierung der
prognostischen  Faktoren  durchgefihrt. Internationalverden  neben  seltenen
molekulargenetischen Veranderungen vor allem di@al@ Leukozytenzahl, das Alter und das
Ansprechen auf die Therapie, zum Teil auch der Imphénotyp und die Ploidie als wichtigste
Risikofaktoren angesehen. Ziel der Polychemotherapiei der verschiedene zytostatisch
wirkende Substanzen parallel eingesetzt werdergsisturch eine frilhe Therapieintensivierung
eine komplette Remission zu erreichen und einedioti@n Resistenzentwicklung vorzubeugen.
Bevor wirksame Zytostatika zur Verfugung standereddutete die Diagnose ,akute
lymphoblastische Leuk&mie* das Todesurteil fir Omtroffenen Patienten. Abhangig vom
Krankheitsstadium verstarben die Betroffenen inakrhvon Tagen bis Wochen nach
Diagnosestellung. In den letzten Jahrzehnten kodietd herapie durch umfangreiche, klinische

Studien deutlich verbessert werden. In Abhangigkeit den initialen Risikofaktoren betragen
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die Uberlebensraten bei der ALL heute ca. 80%.ZTdiser guten Prognose erleiden jedoch ca.
25% der erkrankten Kinder ein Rezidiv, welches Bregnose signifikant verschlechtert. Nur
50% der rezidivierend erkrankten Kinder Uberleb®eshalb ist das Interesse an neuen
resistenzen-brechenden Zytostatika grol3.

Bei der Untersuchung des Apoptoseinduktionspotisntian Ti 8 im Vergleich mit anderen, in
der Leukéamietherapie verwendeten, Zytostagkavivoin mononukledren Zellen von Kindern
mit ALL zeigte sich eine signifikante Uberlegenheibn Ti 8 gegeniiber einigen der
Chemotherapeutika (Daunorubicin, Doxorubicin, Visttn und Cytarabinosid). Diese
Uberlegenheit konnte jedoch nicht gegeniiber allgiosatika (Idarubidcin) signifikant
nachgewiesen werden. Das Ansprechverhalten dergmimZellen der einzelnen Patienten
unterschied sich dabei zum Teil sehr deutlich voaeder. Wéahrend sich die primaren Zellen
einiger Patienten als resistent gegeniber Ti 8 emewi (nur 2,2 % Apoptoseinduktion),
reagierten andere sehr sensibel auf die Ti 8-Bdhagd60 % Induktion). Da es sich bei den
verglichenen Induktionsraten um die Mittelwerte @desgesamt 25 Patienten mit diesen grol3en
Schwankungen handelt, ist die Standardabweichungpmthend grof3. Eine allgemeine
Aussage Uber die mogliche Uberlegenheit der Wirksdinvon Ti 8ex vivokann zu diesem
Zeitpunkt aufgrund der geringen Fallzahl nicht gi&n werden.

Eine weitere Schwache dieses Testmodells liegemfehlenden Fahigkeit zur Proliferation der
primaren Zellenex viva Wirkungen, die Uber eine Inhibition des Zellzyklerzielt werden,
kommen dadurch nicht zum Tragen. Es wird lediglidie direkte Apoptoseinduktion
quantifiziert, nicht die Gesamtheit der potentield/irkmechanismen. Daher ist anzunehmen,
dass Zytostatika, die ihre Wirkung beispielsweiberieinen Zellzyklusarrest entfaltém vivo
hohere Induktionsraten erzielen, als dies die exheb Daten widerspiegeln. Das verwendaate
vivo-Testmodell ist realistischer und aussagekraft@erin vitro-Daten, dennoch ist es nur
begrenzt moglich Riuckschlisse von der Wirkung ethdrstanzx vivoauf die Wirksamkeit im
Organismus zu ziehen.

Die ex vivo Versuche zeigen, dass Ti 8 auch bei nicht-proéifenden Zellen zu einer
suffizienten Apoptoseinduktion in der Lage ist. ®iegt die Vermutung nahe, dass die Ti 8-
induzierte Apoptose unabhangig von der Zellteilumgrmittelt wird. Lie3e sich diese
Behauptung bestatigen so ware eine wichtige Eidefsgon Ti 8 identifiziert. Denn laut des
Jtotal-cell-kill“-Konzeptes ist eine komplette Ression nur dann mdglich, wenn alle
transformierten Zellen beseitigt werden kénnen.edden Tumorzellen gibt es aber immer auch
Zellen, die sich in einem ruhenden Stadium befinded oft nicht durch die Chemotherapie

erreicht werden konnen. Gelange auch die Elimimgrdieser ruhenden Tumorstammzellen,
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konnte das Risiko einer Rezidiverkrankung deutliehmindert werden. Dies ist besonders flr
die akute lymphoblastische Leukamie im Kindesalten Interesse, da sich die Prognose bei
einem Rezidiv deutlich verschlechtert.

Die anderen Titanocenderivate zeigten, bis auf 4lieX vivo geringere Apoptoseraten ohne
signifikante Unterschiede zu den herkdmmlichen Zgtika. Dies sollte in die Uberlegungen
zur Struktur-Wirkungsbeziehung fir zukinftige Stwrknodifikationen mit einbezogen werden.
Wie bereits erwéahnt ist die Dosis-Wirkungsbeziehung ein Aspekt flr ein potentielles
Chemotherapeutikum. Ein weiteres wichtiges Kriteridfir eine mogliche therapeutische
Anwendung ist das Nebenwirkungsprofil des Wirksteffm Organismus. Bei der Therapie der
akuten lymphoblastischen Leukamie im Kindesalteéres wichtig, dass die Eliminierung der
Lymphoblasten méglichst ohne eine Schadigung gesubelukozyten erfolgt. Haufig stellt die
therapieinduzierte Leukopenie mit assoziierten Wiibmen einen limitierenden Faktor der
Therapie dar. Um die Selektivitat der Wirkung von8Tzu Uberprifen wurden mononukleare
Zellen von gesunden Probandeavivohinsichtlich einer moglichen Proliferationsinhibit und
Apoptoseinduktion untersucht. Wie erwartet zeigtiem primaren Zellen keine Zellteilungen.
Die Zahl der vitalen Zellen wurde durch die Behangdl mit Ti 8 jedoch auch nicht vermindert,
sie blieb anndhernd konstant. Bei den ZellliniehAB und Nalm 6 konnte dagegen eine
Proliferationsinhibition und bei Nalm 6 zusatzlielme Minderung der Zellzahl durch Zelltod
nachgewiesen werden. Bei der Detektion des Apoptdsktionspotentials konnte bei allen
untersuchten Zellen eine Apoptoseinduktion nachgsen werden, die sich jedoch in ihrem
Ausmald signifikant voneinander unterschieden. Idiich der Fahigkeit zur
Apoptoseinduktion zeigte Ti 8 eine konzentratiomgaigige Wirkung. Wenn auch in einem
geringeren Ausmass, wurde dennoch auch in den desumononuklearen Zellen das
Selbstmordprogramm initialisiert. An dieser Stddestatigt sich erneut die Vermutung, dass Ti
8 die Fahigkeit besitzt auch in nicht-proliferietlen Zellen Apoptose in einem gewissen Mal3 zu
induzieren. Inwiefern andere Zellen des hdmatopoetin Systems oder andere Organe des
Organismus durch eine Behandlung mit Ti 8 geschadigrden, und welcher Art die

Zellschadigung ist, bleibt noch zu klaren.
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5.3. Mechanismen des Ti 8-induzierten Zelltodes

Der Grof3teil der mechanistischen Untersuchungendevumit der humanen Burkitt-like-
Lymphom Zelllinie BJAB durchgefihrt. Die Vorteileieder Zellkulturlinie liegen in ihrem
schnellen Proliferationsvermdgen und in der eindacKultivierbarkeit mit hoher Vitalitat. Auch
langwierige und zellstressende Aufarbeitungen debéh bei der Versuchsdurchfihrung fuhren
nicht so schnell zu schlechten Kontrollwerten. BJ2@&len exprimieren an ihrer Zelloberflache
CD95-Rezeptoren und eignen sich daher sehr gut Misdellsystem fur viele
Versuchsanordnungen. Dabei sind sie weniger sdngidgentber Chemotherapeutika und

Chemikalien als Leukamiezelllinien.

5.3.1. Charakterisierung des Zelltodes

In den vorherigen Abschnitten wurde das Potential Vi 8 zur Apoptoseinduktion quantitativ
diskutiert. Als Nachweismethode wurde die modifi@eZellzyklusanalyse verwendet, deren
Messprinzip auf der Detektion der DNA-Fragmentigrum der Endphase der Apoptose beruht.
Diese Testmethode ist international anerkannt ureit werbreitet. lhre Spezifitat als
Apoptosenachweis ist jedoch limitiert, da die Fragtirerung der DNA inzwischen auch bei
anderen Formen des Zelltodes, wie der Nekrose wrdQmkose, identifiziert wurde. Um
tatsachlich eine Aussage uber den Anteil der Apptiveffen zu kdnnen, muss die Nekrose
ausgeschlossen und die Apoptose auch mithilfe andestverfahren nachgewiesen werden.
Ein Charakteristikum des nekrotischen Zelltodes ider frihzeitige Verlust der
Membranintegritat. Dieses Merkmal kann mithilfe dd€3H-Release-Assays detektiert werden.
Durch die Detektion der LDH-Freisetzung aus deteZebch einer kurzen Inkubationszeit von 2
Stunden wird die primare Nekrose, also der diresthnelle Zelltod durch Zelllyse quantifiziert.
Der Anteil des langsamer verlaufenden, sekundanekrotischen Zelltodes, der als lytischer
Ausgang nach Ablauf der Apoptose auftritt, wird eiaticht detektiert.

Eine weitere Methode, die zum Nachweis der indtemeApoptose verwendet wurde, ist die
Annexin-Propidiumiodid-Doppelfarbung. Bei diesemrfddren wird unter Zuhilfenahme der
Durchflusszytometrie neben der intrazellularen Rlopniodid-Floureszenz auch die
Translokation von Phosphatidylserin auf die AulR3gasder Membran auf Einzelzellniveau
detektiert. Der Phosphatidylserin-Flip wird als diihes Ereignis im Ablauf der Apoptose
angesehen. Dabei erlaubt diese Methode eine Differing in Frihapoptose, Spatapoptose
und Nekrose. Infolge der Behandlung mit Ti 8 insehiedenen Konzentrationen zeigte sich

eine Reduktion der vitalen Zellen mit diametralemsiieg der spatapoptotischen Zellen. Die
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Fraktion der frihapoptotischen Zellen ebenso wie Algeil nekrotischer Zellen blieb gering.
Von einigen Autoren wird allerdings die Spatapoptosit der Nekrose gleichgesetzt, da bei
dieser Zellpopulation Phosphatidylserin an der dtmdtflache, gleichzeitig aber auch eine
Propidiumiodid-Fluoreszenz  detektiert wird. Der enkalierende Fluoreszenzfarbstoff
Propidiumiodid kann nur dann in die Zelle gelangem detektiert werden, wenn zuvor die
Membranintegritat infolge nekrotischer Prozessdoven gegangen oder in der Endphase der
Apoptose die Membranpermeabilitat stark erhoht Bsti der endgtiltigen Interpretation der
Ergebnisse dieser Testmethode kdnnen die Datenfiiickich alleinstehend angesehen werden,
sondern mussen im Kontext zu anderen Versucheadmét werden. Vergleicht man die Daten
der modifizierten Zellzyklusanalyse mit denen denéxinV-Propidiumiodid-Doppelfarbung so
wird ein &hnlicher Verlauf der detektierten Apomiede und der spatapoptotischen Fraktion
deutlich. Dabei liegen die Werte der Doppelfarbungeit Gber den, mithilfe der
Zellzyklusanalyse ermittelten, Apoptoseinduktiotsna Beide Testverfahren unterscheiden sich
in vielen Punkten, wie beispielsweise der Inkubatreit, der Aufarbeitung der Proben und der
Messparameter, sodass darin die Varianz begrindet &bnnte. Das Ergebnis der
Doppelfarbung kann dementsprechend als ein weitbrdiz fur die apoptoseinduzierende
Wirkung von Ti 8 angesehen werden, da sie anndheribhadlen Daten der Zellzyklusanalyse
korrelieren und der Einfluss der Nekrose durch dBr-Release-Assay ausgeschlossen wurde.
Es sollte jedoch eine Kinetik mit diesem Verfahmmgefertigt werden, um einen besseren
Uberblick tber den zeitlichen Verlauf der Ti 8-Wirkg zu erhalten und um zu uberprifen, ob
eventuell zu einem friiheren Zeitpunkt frihapoptttesZellen nachweisbar sind.

Die bisher diskutierten Verfahren der Zellzykludgea und der Doppelfarbung beruhen beide
auf der durchflusszytometrischen Detektion und &mihrer Spezifitat limitiert. Ein Verfahren,
das unabhangig von der Durchflusszytometrie ist zudiem eine hohe Spezifitat aufweist, ist
der Nachweis prozessierter Caspasen und Caspastasem via Western Blot Technik. Die
grof3e Spezifitdt wird durch die Verwendung monoklen Antikorper erzielt, die spezifisch an
die Caspasenuntereinheit binden. Die Prozessiadten@aspase-3 aus ihrer Procaspase gilt als
ein zentrales Ereignis bei der Exekution der ApsetoMittels Western Blot konnte die
prozessierte Caspase-3 nach 48 Stunden Inkubatiodin® nachgewiesen werden. Ebenso
wurde die Prozession der Caspase-9 und des Caspbhstates PARP, ein DNA-
Reparaturenzym, das spat in Apoptose durch Spalnadgdiviert wird, mittels Western Blot
detektiert.

Die Ti 8-induzierte Apoptose konnte mithilfe versdener Testmethoden nachgewiesen

werden, wahrend nekrotische Prozesse ausgeschlassdan. Dabei wurden charakteristische
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Aspekte der Apotose, wie die DNA-Fragmentierung Bhosphatidylserintranslokation sowie
die Caspasenspaltung und konsekutive PARP-Inaktingeerfolgreich nachgewiesen. Somit ist
der Beweis erbracht, dass Ti 8 in der Lage ist alignen Zellen Apoptose zu induzieren. Zur
Komplettierung der Charakterisierung der Ti 8-induzn Apoptose wird im folgenden

Abschnitt der Apoptosesignalweg analysiert.

5.3.2. Apoptosesignalweg

Verschiedene Signale vermogen die Apoptose zuermggnd fuhren tber definierte Signalwege
zu einer programmierten, kontrollierten zellulad@eaktion. Die beiden bisher identifizierten
Hauptwege der Signaltransduktion sind zum einenedérinsische (rezeptorvermittelte) und
zum anderen der intrinsische (mitochondriale) Sigaeg. Zur Charakterisierung der Ti 8-
induzierten Signaltransduktion wurden charaktext$te Ereignisse des jeweiligen Signalweges
untersucht.

Beim extrinsischen Signalweg werden Signale vorsewglurch sogenannte Todesrezeptoren
registriert und mithilfe von Adaptermolekilen, vABADD, ins Zellinnere weitergeleitet. Die Ti
8-induzierte Apoptose trat in Zellen mit normaleX¥D-Expression in gleichem Ausmalfld auf,
wie in Zellen ohne funktionale FADD-Proteine. Dasaldl3t sich schlussfolgern, dass dieser
Signaltransduktionsweg fur die Ti 8-induzierte Apmge ohne Bedeutung ist.

Die zentralen Elemente des intrinsischen Signal&eged die Mitochondrien. Verschiedene
intrazellulare Signale fihren dabei zu einer Pehttiggtssteigerung tUber der mitochondrialen
Membran mit einer konsekutiven Reduktion des mibociiialen Membranpotentials. Molekiile,
wie Cytochrom C, AiP und Smac, treten daraufhin ders Mitochondrien ins Zytosol Gber und
fuhren Uber die Bildung des Apoptosom-Komplexes Rrozessierung der Effektorcaspase 9.
Der Zusammenbruch des mitochondrialen Membranpateritann mithilfe der JC-1-Farbung
durchflusszytometrisch quantifiziert werden. Naatee 48-stiindigen Inkubation mit Ti 8 zeigte
sich konzentrationsabhangig eine signifikante Radokdes Potentials als Hinweis auf eine
mitochondriale Beteiligung. Da es jedoch auch Ioeleaen Formen des Zelltodes als sekundares
Ereignis zu einem Zusammenbruch des Membranpoleridiemmt, kann dieser Nachweis als
nur bedingt apoptosespezifisch gewertet werden. Dgtochrom C-Release infolge der
Permeabilitdtssteigerung und die anschlieRendaiBgadles Apooptosoms ist ein entscheidendes
und spezifisches Ereignis im Verlauf des intrinsest Signalweges. Die Apoptosomformation
fahrt zur Aktivierung der Effektorcaspase-9, diedar eigentlichen Exekution der Apoptose

mindet. Mithilfe des Western Blot Verfahrens kondte aktivierte Caspase-9 nachgewiesen
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werden. Aufgrund der detektierten Membranpotenti@diiung und der nachgewiesenen
Caspase-9-Prozessierung liegen eindeutige Hinweeafér vor, dass die Ti 8 induzierte
Apoptose Uber den intrinsischen Signalweg vermittetd.

Zur Komplettierung des Nachweises der Beteiligurag dnhtrinsischen Signalweges kdnnte
erganzend mithilfe des Western Blot Verfahrensngitechondriale und zytosolische Cytochrom

C-Fraktion als weiteren Faktor des intrinsischerg@gedeterminiert werden.

5.3.3.Weitere mechanistische Untersuchungen

Wie einleitend bereits erdrtert, gibt es neben Hawmptsignalwegen auch viele Faktoren, die
modulierend in den Ablauf der Apoptose einwirkeir Bie Wirkungsweise einer Substanz sind
daher auch diese modulierenden Faktoren von g@8eeutung. So kann die Uberexpression
eines antiapoptotischen Faktors dazu fuhren, dassndhlignen Zellen unempfindlicher
gegenuber Chemotherapeutika reagieren. Ist ein&ksibstanz in der Lage die Apoptose
unabhangig von diesem Faktor zu induzieren, komn@gliche Resistenzen der malignen Zellen
durchbrochen werden, was fur die Therapie maligitkrankungen von enormer Bedeutung ist.
Im folgenden Abschnitt soll das Zusammenwirken H&nocenderivate mit einzelnen pro- und
antiapoptotischen Faktoren analysiert werden, unsatzliche Erkenntnisse Uber den
Wirkmechanismus zu erhalten.

Das Protein Bcl-2 ist ein antiapoptotisch wirkendRestein, das eine grof3e Relevanz fur die
Bildung von Zytostatikaresistenzen in Tumorzellex. Bei der Untersuchung eines Melanom-
Zelllinienpaares (MelHO), bei dem eine Zelllinie |Bc Gberexprimiert, wahrend die andere
einen normalen Bcl-2-Gehalt aufweist, zeigten sitich Behandlung mit Ti 8 Kkeine
signifikanten Unterschiede bei der Proliferatiohdnition und bei der Apoptoseinduktion. Dies
weist daraufhin, dass diese Ti 8-induzierten Pmzamabhangig vom Bcl-2-Level der Zelle
ablaufen. Somit ist die Verbindung Ti 8 in der Lageerapieresistenzen aufgrund einer Bcl-2-
Uberexpression zu tiberwinden.

Der Faktor Smac/Diablo wird infolge der Permeaditisteigerung aus den Mitochondrien
freigesetzt und wirkt durch die Inhibition der IARgelche Caspasen inhibieren, proapoptotisch.
Auch eine Smac-Uberexpression kann Auswirkungen aeh Therapieerfolg einer
Chemotherapie haben. Daher wurde die T-Leukdmieguell Jurkat als Zelllinienpaar mit
Smac-Uberexpression bzw. urspriinglicher Smac-Egjmesuntersucht. Dabei zeigte sich in
einem geringeren Konzentrationsbereich eine Smd@Adigkeit bei der Proliferations-

inhibition, wie der Apoptoseinduktion, die in hober Konzentrationsbereichen nicht mehr
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nachgewiesen werden konnte. Bei geringeren Koramonen ware folgendes Szenario
vorstellbar: Infolge der Ti 8-Triggerung wird in ner Zelle das mitochondriale
Membranpotential reduziert und Smac ins Zytosoligésetzt. Dort bindet es an die
antiapoptotisch wirkenden IAPs, die durch Ubiquéiaong abgebaut werden, so dass aufgrund
der unzureichenden Caspaseninhibition die Apopiadegion ablaufen kann. Dabei werden in
Zellen mit einer Smac-Uberexpression auf denselB&mulus hin mehr Molekile Smac
ausgeschiittet, so dass mehr IAP-Molekiille abgebanaten und die Apoptose in einem grol3eren
Ausmalfld eintreten kann als dies bei Zellen mit mdem Smac-Level der Fall ist. Daraus
resultiert die  Smac-Abhangigkeit. Zur Veranschawlity eine Ubersicht  zur
Apoptosemachinerie (Abb. 45).

Extrinsic pathway Intrinsic pathway
N/—\I:I Ligand/antibody Apoptosis stimulus
(eg, chemotherapy)
l Bcl-2
— BAX/BAK H———— BCLX
MCL1

LLE

DISC

v
Active
caspase-8 or -10 : Smac/DIABLO
|
|
! Apaf-1
|
! Caspase-9
"Apoptosome"
Effector caspases
(caspase-3, -6, -7) | I1APs

' (XIAP, IAP1/2, survivin)

Apoptosis

Abbildung 45 Ubersicht zur Apoptoseinduktion. Beim extrinsischen Signaltransduktionweg wird réaegermittelt

die Caspasencaskade aktiviert, die zur Exekution Agoptose fuhrt. Beim intrinsichen Signalweg fimre
apoptotische Stimuli zum Zusammenbruch des mitodhialen Membranpotentials, woraufhin Cytochrom G in
Cytoplasma gelangt und mit den Molekiiken Apaf-1 Waspase 9 das Apotposom formt, das ebenfalls die
Caspasencaskade initiiert. Die Signalwege sindimaiteler verknlipft, sodass auch beim extrinsichgnabiveg Bid-
vermittelt das mitochondriale Membranpotential m&dct wird. Apoptosehemmende Faktoren sind Bcl-@té¢tne,

sowie IAPs. Letztere kdnnen die Caspasenprozessignéieren und werden durch Smac aehel

(Modifiziert nach [199].)
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Bei hoheren Konzentrationen Ti8 konnte diese Ablgkait nicht mehr nachgewiesen werden.
Dies kbnnte daran liegen, dass dann andere Mechanizum Tragen kommen. So ist es
vorstellbar, dass bei hdheren Konzentrationen giepfose durch einen Caspasen-unabhangigen
und damit auch Smac-unabhangigen Mechanismus distefird. Bestatigend daflr ist der
positive Nachweis der Apoptoseinduktion in Caspgasiefizienten MCF-7-Zellen. Die
nachgewiesene Capsase-3-Prozessierung misste dpmehend als sekundares Ereignis
interpretiert werden. Zur Uberpriifung dieser Thk§enten Versuche mit Caspaseninhibitoren,
wie beispielsweise z-VAD-FMK, durchgefihrt werden.

In Vorversuchen wurde von Mitgliedern der AG Prokmgr Western Blot nachgewiesen, dass
das Bcl-2- beziehungsweise das Smac-Level in d&peathenden Zelllinien stark erhéht ist.
Zudem wurden fir andere Wirkstoffe bei identischégrsuchsanordnungen Abhéangigkeiten
nachgewiesen, so dass auf weitere Positivkontrekenichtet worden ist.

Neben intrinsischem und extrinsischem Pathway gbteine Gruppe von Molekilen, die
ebenfalls die Apoptosemaschinerie in Gang setzeméw. Zu dieser Gruppe der sogenannten
"Reactive Oxygen Species" (ROS) zahlen freie Raeikavie Hyperoxid-Anionen (&),
Hydroxyl-Anionen (OHe-) und nicht-radikalisches Vgasstoffperoxid HO,. Sie sind enorm
reaktionsfreudig und kurzlebig. Sie reagieren mat @NA, Proteinen, Kohlenhydraten und
Lipiden auf destruktive Weise, wodurch intrazelfutixidativer Stress erzeugt wird, der zur
Auslosung des programmierten Selbstmordprogrammiaeseri kann. Um die Bedeutung der
ROS-Molekile fur die Ti 8-induzierte Apoptose zurdn, wurden Versuche mit verschiedenen
Antioxidantien durchgeftihrt. Die verwendeten antilativen Molekule sind in der Lage reaktive
ROS-Molekile zu binden und ihre Wirkung dadurchizhbibieren. Bei den durchgefiihrten
Versuchen zeigten sich keine wesentlichen Unteeslehidurch eine Vorinkubation mit den
Anioxidantien NAC, Ebselen, L-NMMA und Thiourea. B@Molekile und der daraus
resultierde oxidative Stress scheinen bei der Agsmhduktion durch Ti 8 keine wesentliche

Rolle zu spielen.
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5.4.In vivo-Untersuchungen

Anhand von Zellkulturversuchen kann man erste Agesatber die Wirksamkeit eines
Wirkstoffes treffen, Wirkmechanismen untersuchen @me Vielzahl von Stoffeigenschaften
aufklaren. Dennoch kann man durch Zellkulturverguole die Bedingungen eines lebendigen
Organismus simulieren. Daflr bedarf es noch immerivo-Untersuchungen. Im NOD/SCID-
Mausmodell konnte ein therapeutischer Effekt indfofgner oralen Behandlung mit Ti 8 in Form
einer signifikanten Reduktion der Tumorprogression Vergleich zur Kontrollgruppe
nachgewiesen werden. Bei insgesamt guter Tolet@bder Ti 8-Gabe lassen sich anhand der
Gewichtsreduktion und des Versterbens eines desuébstiere deutliche Anzeichen einer
gewissen Toxizitdt des Wirkstoffes erkennen. Zeickeer héhergradigen Toxizitat, zeigten

sich wahrend der Behandlung nicht.

5.5. Weitere Substanzeigenschaften

Neben der Fahigkeit zur Proliferationsinhibition dupoptoseinduktion sind auch andere
.allgemeine” Substanzeigenschaften fur die Verwewdeiner Substanz als Wirkstoff von
Bedeutung. Eine solche Eigenschaft mit Relevanz dén therapeutischen Einsatz ist die
Proteinbindung. Die Ergebnisse der durchgefiuihrtertetduchungen mit den Titanocenen
zeigten oftmals einen ahnlichen Verlauf: In niednd<onzentrationsbereichen (<) zeigten
die Derivate kaum eine relevante Wirkung, ab ebestimmten Konzentration zeigte sich dann
ein sprunghafter Anstieg der Wirksamkeit (bei Ti&. c5QuM) mit anschlieRender
konzentrationsabhangiger, kontinuierlicher Wirkustggyerung. Diese Beobachtung flhrte zu
der Vermutung, dass ein Teil des Wirkstoffes prmgjebunden und dadurch biologisch
unwirksam vorliegt. Erst wenn mit einer bestimmt&onzentration eine Sattigung der
Proteinbindung erreicht ist, tritt die Wirkung eDiese These bestétigte sich bei Versuchen mit
Zellkulturmedien, bei denen die Konzentration degesetzten fetalen Kalberserums (FCS)
variiert wurde. FCS ist ein wichtiger Zusatz vonhN#aedien. Es wird aus dem Blut von
Kuhfeten gewonnen und enthdlt Wachstumsfaktoren wedschiedene Proteine, wie
beispielsweise das bovine Serumalbumin (BSA). Dietginreiche Zusammensetzung des
Serums ist wichtig fiir das Uberleben, das Wachstadhdie Teilung der kultivierten Zellen.

Die Versuche zeigten, dass die proliferationsirdrdmde und apoptoseinduzierende Wirkung
von Ti 8 bei geringeren Konzentrationen FCS dediic hervortraten, als beim ublichen
Proteingehalt des Zellkulturmediums. Dies weistadérhin, dass der Wirkstoff zum Teil

proteingebunden und dadurch biologisch inaktiviegtl Bei hheren Konzentrationen zeigten
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sich keine signifikanten Unterschiede, da in hohé¢enzentrationsbereichen eine Sattigung der
Proteinbindung eintrat. Eine derartige Proteinbmgluwurde bereits fiir verschiedene
metallorganische Zytostatika beschrieben. Diese n&bn mit Molekilen wie Albumin,
Transferrin und ATP interagieren und diese zur Kamikation oder als Transportvehikel
zwischen Extra- und Intrazellularraum oder zwischemrschiedenen intrazellularen
Kompartimenten nutzen.

Andererseits ist bei der Versuchsanordnung durcle derwendung verschiedener
Konzentrationen FCS nicht nur der Proteingehaltwedert, sondern auch die Konzentration
wichtiger Wachstumsfaktoren und Nahrstoffe, sodassch dies der Grund fir die
vergleichsweise erhdhte Wirksamkeit sein kann.

Titanhaltige Verbindungen, so wird vermutet, bindem das Serumprotein Transferrin. Fir
einige Titanocenkomplexverbindungen wurde NMR-spekopisch eine Bindung an der
spezifischen Felll-Bindungsstelle nachgewiesen. Aigfse Weise gelangen die Ti-Molekile
moglicherweise zum Tumor und mithilfe der Transfeazeptoren Uber Endozytose in die
Tumorzelle. Maligne Zellen weisen eine verstarkigreéssion von Transferin-Rezeptoren auf,
vermutlich begrindet durch einen erhdhten Eisenibdda Zellstoffwechsel, -wachstum und -
entwicklung. Dies bringt eine gewisse Selektivdét titanocenvermittelten Wirkungen mit sich.
Beobachtete Schwankungen der Ti 8-Wirkung fuhrterder Vermutung, dass die in DMSO
geléste Substanz an Wirksamkeit verliert. Diesenudgung konnte durch die vergleichende
Untersuchung einer frisch angesetzten und einemgé Blten Stocklésung Ti 8 im Hinblick auf
das jeweilige Vermogen zur Apoptoseinduktion bégtaverden. Wodurch der Wirkverlust
bedingt wird muss noch eingehender, beispielswaittels NMR-Analyse, untersucht werden.
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6. Zusammenfassung

In den letzten Jahrzehnten gab es enorme Weitdaikiivvgen im Wissen um maligne
Erkrankungen und deren Therapie. Bedeutete die nosay einer akuten lymphatischen
Leukamie im Kindesalter vor Jahren noch das Todedir den Patienten, kdnnen heute ca.
80% der Patienten geheilt werden. Ausgepragte Nebamgen der Therapien und die
Entwicklung von Resistenzmechanismen der transgten Zellen limitieren jedoch die
therapeutischen Erfolge. Aufgrund von Resistenzenschlechtert sich beispielsweise die
Prognose von Patienten, die an einem ALL-Rezidkragtken deutlich. Daher besteht grol3es
Interesse an neuen Wirkstoffen mit moglichst s@lektWirkung, geringen Nebenwirkungen

und zytostatika-resistenzbrechendem Potential.

Die antileukdmische und antitumorale Wirkung eir@@uppe neuartiger Titanocenderivate
wurde untersucht und ihre biologische Aktivitat ohim Hauptaugenmerk auf inre Fahigkeit zur
Apoptoseinduktion in  malignen Zellen beschrieben.ierV der zwolf untersuchten
Titanocenderivate zeigtan vitro eine biologische Aktivitdt mit gro3em antiprolidé¢ivem und
apoptoseinduzierendem Potential in einem breiterekdpm verschiedener Tumorentitaten.
Darunter befanden sich verschiedene Leuka&miezelljnLymphomzellen und Zellen solider
Tumore, zum Teil mit einer ausgepragten Zytostadikigtenz, wie die resistente, Caspase-3-
defiziente Mammakarzinom-Zelllinie MCF-Ex vivoin mononukledren Zellen von Kindern mit
einer ALL-Ersterkrankung zeigte die Verbindung Td Fahigkeit zur Apoptoseinduktion in
vergleichbarem bzw. Uberlegenem Ausmal3, verglichiértherapeutisch relevanten Zytostatika.
Die Wirkung von Ti 8 zeigte eine relative Seleki@tiim Vergleich der Apoptoseinduktion in
Leukamie- und Lymphomzellen vs. priméren mononukie&ellen eines gesunden Probanden.
In vivo zeigte die Verbindung Ti 8 das Potential zur Reéiduk der Tumorprogression bei
insgesamt guteoraler Vertraglichkeit. Bei der Charakterisierung der Apmsemechanismen
erwies sich der intrinsische Signaltransduktionswadg entscheidend fir die Titanocen-
induzierte Apoptose. Der Einfluss der extrinsistBegnalibermittlung und der ROS-Molekile
auf die Wirksamkeit von Ti 8 konnte ausgeschlosserden. Darlber hinaus ist die Wirkung
unabhangig von den modulierenden Faktoren Bcl-2 iandohen Konzentrationen auch von
Smac. Diese Ergebnisse deuten auf ein vielverspnelds Potential der Titanocenverbindungen

fur die Therapie maligner Erkrankungen und besader ALL im Kindesalter hin.
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7. Ausblick

Der exakte Wirkmechanismus der Titanocenverbindange noch nicht ausreichend geklart.
Man vermutet, dass der Wirkstoff an Transferrin ugeten wird, auf diesem Wege zur Zelle
gelangt und Uber Bindung an den Transferrinrezeptatie Zelle gelangt. Diese Vermutung
muss validiert werden, weitere Bindungs- und Trangpoteine muissen identifiziert werden.
Offen ist auch die Suche nach dem Target diesdfkitsse. Vertiefend muss die Zytotoxizitat
der Wirkstoffklasse untersucht werden. Da die Chberapie heute zumeist als
Kombinationstherapie durchgefiihrt wird, muss dasadumenwirken der Titanocenderivate mit
anderen herkbmmlichen Zytostatika untersucht werden potentielle Synergieeffekte oder

hemmende Interaktionen zu eruieren.
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