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1 Zusammenfassung

1.1 Abstract

Ziel: Zytostatika-Resistenz ist bei der Therapie onkologischer Erkrankungen ein besonderes
Problem. Deshalb ist es sinnvoll, nach Wirkstoffen zu suchen, welche Zytostatika-Resistenz in
Tumor- und Leukamiezellen Uberwinden und in diesen Zellen Apoptose ausldsen konnen.
Hierbei sind Metall-organische Komplexverbindungen besonders interessant. Im Rahmen dieser
Dissertation sind einige neuartige organometallische Verbindungen auf ihre Wirkung untersucht
worden, darunter ein Eisenkomplex, ein Titan- und ein Nickelkomplex. Insbesondere soll hier
beispielhaft Giber das Ferrocen-Aminosaurederivat HUNI 068 berichtet werden.

Methoden: Die Zellzahl wurde mithilfe eines CASY®CellCounter gemessen. Mit den DNS-
Fragmentierungs- und Annexin-V/PI-Doppelfarbungs-Assays wurde Apoptose gemessen, und
mit dem LDH-release-Assay bestimmten wir das Ausmall an Nekrose. Wir stellten Zytostatika-
resistente Zelllinien her, um die Fahigkeit zur Resistenziiberwindung zu prufen. Mit Echtzeit-
PCR untersuchten wir Verdnderungen der Genexpression behandelter Zellen. Der Apoptose-
Signalubertragungsweg wurde durch Immunoblotting und Messung des Zusammenbruchs des
mitochondrialen Membranpotentials untersucht.



Ergebnisse: Der Eisen-Komplex HUNI 068 hemmt die Proliferation von malignen Zellen und
fuhrt zur Induktion von Apoptose. Die Auslosung von Nekrose ist gering, und gesunde
Leukozyten werden weniger stark angegriffen als Krebszellen. Der Wirkstoff Uberwindet
Zytostatika-Resistenz gegentber Vincristin und Daunorubicin und wirkt unabhéngig von p-
Glykoprotein- und Bcl-2-Uberexpression. Ferner konnte eine Hochregulation des Anti-Bcl-2
Proteins Harakiri beobachtet werden. HUNI 068 induzierte Apoptose auch in priméren
Leukdmiezellen, welche gegentiber einigen konventionellen Medikamenten eine ausgeprégte
Resistenz zeigten. Die Apoptose-Induktion ist unabhdngig von der CD95-Expression und
assoziiert mit einer Verminderung des mitochondrialen Membranpotentials sowie einer
Aktivierung von Caspase-9, was fir den intrinsischen Apoptose-Signalweg (ber die
Mitochondrien spricht. Fiir die untersuchten Titan- und Nickel-Komplexverbindungen konnten
ebenfalls zytostatische und Apoptose induzierende Eigenschaften nachgewiesen werden. Sie
wirken unabhéngig von Bcl-2 und durchbrechen Zytostatika-Resistenz gegeniber Vincristin. Als
Signalibertragungsweg konnte hier der extrinsische Pfad identifiziert werden.

Schlussfolgerungen:  Die  untersuchten  Metall-Komplexe  (berwinden  verschiedene
Resistenzmechanismen gegeniiber Zytostatika in malignen Zellen. Die Induktion von Apoptose
erfolgt im Falle des Eisen-Komplexes HUNI 068 Uber die intrinsische und im Falle der Titan-

und Nickel-Komplexe Uber die extrinsische Apoptose-Signalkaskade.

Purpose : As resistance against cytostatic drugs is a severe problem in cancer therapy, it makes
sense to search for agents, which can overcome drug resistance in tumor and leukemia cells and
induce apoptosis in these cells. Metal-organic complex compounds are particularly interesting.
This dissertation contains the research of some recently discovered organometalic compounds,
including an iron, a titanium and a nickel complex, which have been tested for their effects on
cancer cells. Special attention is paid to the ferrocene amino acid derivative HUNI 068.
Methods: Cell count was determined by using a CASY®CellCounter. DNA fragmentation assay
and annexin-V/PI binding assays were used to measure apoptosis, and necrosis was determined
by LDH-release assay. Cell lines with resistance to cytostatic drugs were generated to test the
ability to overcome drug resistance. Via real-time PCR, alterations in gene expression of treated
cells were analyzed. The involved apoptosis pathway was investigated by immunoblotting and
the measurement of mitochondrial membrane permeability transition.

Results:  The iron complex HUNI 068 inhibits proliferation of cancer cells and induces

apoptosis. Induction of necrosis is low and healthy leucocytes are less affected than cancer cells.
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The compound overcomes drug resistance to vincristine and daunorubicin and acts
independently of p-glycoprotein and Bcl-2 overexpression. Upregulation of the anti-Bcl-2
protein harakiri was seen. Also, HUNI 068 achieved acceptable effects in primary leukemia cells
whereas tolerance to some common drugs was shown. Induction of apoptosis is independent of
CD95 expression, but associated with a reduced mitochondrial membrane potential and
activation of caspase-9, indicating the intrinsic apoptosis pathway via mitochondria. The tested
titanium and nickel complex compounds also proved to have cytostatic and apoptosis inducing
properties. They act independently of Bcl-2 and overcome drug resistance to vincristine. Here,
the extrinsic pathway of signal transduction was identified.

Conclusions: The tested metal complex compounds overcome different resistance mechanisms
to cytostatic drugs in cancer cells. The iron complex HUNI 068 induces apoptosis via the
intrinsic signal transduction pathway, the titanium and nickel complexes use the extrinsic

apoptosis pathway.

1.2 Abkirzungsverzeichnis
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\er Vincristin
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1.3 Einleitung

1.3.1 Zytostatika-Resistenz in der Krebstherapie

Zytostatika-Resistenz ist bei der Therapie maligner onkologischer bzw. hamatologischer
Erkrankungen ein zunehmend beachtetes Problem.’ Insbesondere bei der Rezidiverkrankung
bewirken erworbene Abwehrmechanismen der malignen Zellen, dass die eingesetzten
Medikamente nicht mehr ausreichend wirken.?® Hier sei beispielhaft die ALL im Kindesalter
genannt, die haufigste maligne Erkrankung in dieser Altersgruppe.” Die Prognose der ALL im
Kindesalter ist heutzutage insgesamt gut, etwa 85 % der Patienten sind 5 Jahre nach
Diagnosestellung krankheitsfrei.” Bei ca. 20 % der Kinder kommt es jedoch zu einem Rezidiv.
Bei diesen Patienten flhrt Zytostatika-Resistenz zu einer schlechten Prognose mit
Behandlungserfolgsaussichten von nur noch etwa 50 %.°

Resistenztestungen, wie sie bei der Therapieplanung von bakteriellen Infektionen durchgefiihrt
werden, haben sich bislang in der Krebstherapie nicht durchsetzen konnen. Dies kann dazu
fuhren, dass die Unwirksamkeit einer fur den Patienten ohnehin belastenden Therapie erst spat
im Laufe der Behandlung erkannt wird. Im Rahmen von ex vivo Versuchen an von Patienten
direkt entnommenen Tumorzellen, kann allerdings durchaus die Sensibilitdit gegenuber
unterschiedlichen Zytostatika untersucht werden und auf diese Weise zumindest eine grobe
Aussage getroffen werden, welcher Wirkstoff am besten fiir die Therapie geeignet ware.’
Tumorzellen erlangen Zytostatika-Resistenz durch eine verminderte Expression von Apoptose
fordernden Proteinen und umgekehrt durch verstarkte Bildung von antiapoptotischen Faktoren,
z.B. Uberexpression des Apoptose unterdriickenden Proteins Bcl-2. Auch das Herausschleusen
des verabreichten Wirkstoffs aus der Zelle durch Membrantransporter kann Resistenzen
bewirken. Hierbei spielt beispielsweise das Transportprotein p-Glykoprotein eine wichtige

Rolle.® Ein in dieser Arbeit erwdhntes proapoptotisches Protein ist Harakiri, welches mit dem



antiapoptotischen Bcl-2, jedoch nicht mit dessen Apoptose fordernden Homologen Bax oder Bak
interagiert.”

Durch den gezielten Einsatz von Wirkstoffen, welche die jeweiligen Apoptose-
Abwehrmechanismen umgehen, koénnte bei multipler Zytostatika-Resistenz die Therapie

entscheidend verbessert werden.

1.3.2 Die Apoptose-Signalkaskade

Im Gegensatz zum nekrotischen Zelltod, bei dem Zellbestandteile nach Aufhebung der
Membranintegritdt unkontrolliert freigesetzt werden, bezeichnet Apoptose einen kontrolliert
ablaufenden und flr den Organismus schonenden Zelltod. Zwei Hauptsignalwege der Apoptose-
Kaskade sind bekannt, der extrinsische und der intrinsische Pfad. Beide fiihren zu einer
Aktivierung von speziellen Proteasen, den sogenannten Caspasen. Initiator-Caspasen spalten die
Proform von Effektor-Caspasen, welche schliel3lich zelleigene Proteine wie Aktin und Laminin
abbauen und eine DNS-spaltende Nuklease aktivieren. Das FADD-Molekil ist, durch seine
Rolle bei der Ubertragung des Signals des Todesrezeptors CD95 auf die Caspasen, ein wichtiger
Faktor des extrinsischen Weges.”® Die friine Phase des intrinsischen Ubertragungsweges
beinhaltet eine Abnahme des mitochondrialen Membranpotentials, gefolgt von einer Freisetzung
von Cytochrom-C aus den Mitochondrien in das Zytoplasma. Cytochrom-C bewirkt die

Prozessierung der Caspase-9.™

1.3.3 Organometallische Verbindungen mit Resistenz Giberwindenden Eigenschaften

Seitdem die Wirksamkeit von Cisplatin gegen Tumorzellen bekannt ist, hat die Forschung an
bioaktiven Metall-organischen Substanzen immer groRere Bedeutung gewonnen.*? Verschiedene
metallhaltigen Verbindungen werden seither erforscht. Ein Beispiel fur ein besonders
interessantes Molekul ist die erstmals 1951 in der Fachzeitschrift Nature beschriebene Eisen-
Komplexverbindung Ferrocen. Beim Ferrocen ist ein zentrales Eisenmolekil zwischen zwei
anionischen Cyclopentadienyl-Liganden eingebettet.”* Es ist sehr stabil und reaktionsfreudig,
wodurch die Herstellung von unterschiedlichen Derivaten ermdglicht wird. Fur eine Reihe von
Abkommlingen des Ferrocens konnte eine Wirksamkeit gegen Krebszellen nachgewiesen
werden, und es werden bereits ferrocenhaltige Medikamente in klinischen Studien erprobt.** In
diesem Zusammenhang ist das Ferrocifen zu nennen, ein vielversprechendes Analogon des
Brustkrebsmedikaments Tamoxifen.®> Bei der Untersuchung verschiedener Ferrocenyl-
Nukleosidanaloga stellte sich heraus, dass mit einigen von ihnen Apoptose in unterschiedlichen

Leukémie- und Lymphomzelllinien induziert werden kann."® Nukleosidanaloga werden bei der



Chemotherapie vieler maligner Erkrankungen eingesetzt.'’” Cytarabin ist bei der Therapie der
ALL im Kindesalter beispielsweise eines der hiufigsten verabreichten Medikamente.®® Wir
untersuchten weitere Ferrocen-Verbindungen und stieBen dabei auf die Fmoc-geschitzte
Aminosaure HUNI 068 (CaHssFeNOg).” Dieses Molekiil ist durch die fehlende Base strukturell
kein Nukleosidanalogon. Dennoch induziert es Apoptose in verschiedenen Tumorzelllinien und
ist auch in solchen Zellen wirksam, die gegentber unterschiedlichen etablierten
Chemotherapeutika Resistenzen aufweisen. Diese Ergebnisse wurden 2011 publiziert und
werden hier noch einmal zusammengefasst.? Fiir einige andere Metall-Komplexe konnten wir
ahnliche Eigenschaften nachweisen, wobei in dieser Arbeit auch eine kurze Darstellung der
ebenfalls bereits veroffentlichten Ergebnisse zu der titanhaltigen Verbindung Titanocen-Y und zu
dem nickelhaltigen [Ni"(3-OMe-Salophen)] erfolgt.?#

1.3.4 Zielstellung

In der vorliegenden Arbeit sollen die Untersuchungen zu den Apoptose auslésenden
Eigenschaften von HUNI 068 beispielhaft fiir unser methodisches Vorgehen zur
Wirksamkeitsanalyse neuartiger Substanzen flr die Therapie maligner Erkrankungen dargestellt
werden. Die Studien zu Titanocen-Y und [Ni"(3-OMe-Salophen)] werden im Ergebnisteil in

einem separaten Abschnitt zusammengefasst.

1.4 Material und Methoden
1.4.1 Materialien

1.4.1.1 Gerate

Wir benutzten die Zentrifugen 5804 R und 5415 R, sowie den Thermomixer comfort von
Eppendorf (Wesseling-Berzdorf), den CASY® CellCounter von Innovatis (Bielefeld), den
Brutschrank Hera Cell 150 von Thermo (Waltham, USA), das Chemigenius-2-Bio-Imaging
Systems von Syngene (Cambridge, USA), den Trans Blot SD Semi Dry Transfer Cell von
Biorad (Munchen), den FACSCalibur von Becton Dickinson (Heidelberg) und den
LightCycler480 von Roche Diagnostics.

1.4.1.2 Verbrauchsmaterialien

Zellkulturflaschen, Lochplatten, Rohrchen und Pipetten waren von Becton Dickinson

(Heidelberg), CASY®cups von Innovatis (Bielfeld), Protran Nitrocellulose Transfer Membranen



von Schleicher & Schnell Bioscience Inc (Dassel) und SuperArray PAHS-012 von
SABIosciences Corporation (Frederick, MD, USA).

1.4.1.3 Chemikalien und Reagenzien

Formaldehyd (> 37 %), APS, TEMED, B-Mercaptoethanol, Tris, Acrylamid und
Magermilchpulver stammten von Carl Roth (Karlsruhe), Ethanol, PBS, Triton X-100,
Ammoniumchlorid, Kaliumhydrogencarbonat, Natriumazid, Essigsaure und Tween 20 von
Merck (Darmstadt), RNAse A von Quiagen (Hilden), PlI, DMSO, SDS, Glycin und EDTA von
Serva (Heidelberg), BSA von Sigma (Saint Louis, USA), ECL Western Blotting Detection und
DNA-Molecular Weight Marker (Rainbow) von Amersham Bioscience (Buckinghamshire,
England), Super Signal West Pico ECL-Substrate von Pierce (Rockford, USA), Penicillin (1000
U/ml)/ Streptomycin (1000 pg/ml) von Biochrom AG (Berlin), Trypanblau 0,4 % und Trypsin
von Sigma-Aldrich (Minchen), JC-1 von Moleculare Probes (Leiden, Niederlande), FKS von
Gibco, Invitrogene (Karlsruhe), CASY®ton-Messldsung von Innovatis (Bielfeld) und Annexin-
V-FITC von BD Pharmingen (Heidelberg).

1.4.1.4 Pufferloésungen

Wir benutzten folgende Pufferlésungen: Probenpuffer (5 X), bestehend aus Tris/HCI (260 mM,
pH 6,8), Glyzerin (40 %, v/v), B-Mercaptoethanol (12,5 %, v/v), DTT (400 mM), Bromphenol
blau (0,004 %, w/v) und SDS (2 %, w/v); Bindungspuffer, bestehend aus HEPES (10
mM)/NaOH (pH 7,4), NaCl (140 mM) und CaCl2 (2,5 mM); Transferpuffer, bestehend aus 480
mM Tris (Base) und 300 mM Glycin; Blockierpuffer, bestehend aus PBS, Tween-20 (0,05 %)
und Magermilchpulver (5 %); Laufpuffer (10 x), bestehend aus 250 mM Tris (Base), 2 M Glycin
und 1 % (w/v) SDS; Erythrozytenlysepuffer, bestehend aus 1,5 M Ammoniumchlorid, 0,1 M
KHCO3, 1,27 mM EDTA mit dH20; Lysepuffer, bestehend aus Tris/HCI (10 mM, pH 7,5),
EDTA (2 mM), SDS (0,1 %, w/v), Triton-X-100 (1 %, w/v), Phenylmethylsulfonylfluorid (200
mM, 5 pl/ml), Pepstatin (1 pl/ml) und Leupeptin (1 pl/ml); Waschpuffer (1 x PBST), bestehend
aus 1x PBS und 0,05 % Tween 20; Strippuffer, bestehend aus 0,1 M R-Mercaptoethanol, 0,2 M
Glycin und 0,05 % (v/v) Tween 20; Ponceau-Rot-Ldsung, bestehend aus 0,5 % (w/v) Ponceau-
Rot und 1 % (v/v) Essigsdure; Sammelgel (5 %), bestehend aus 5 % Acrylamid, 0,1875 M Tris,
0,1 % SDS, 0,1 % APS und 0,1 % TEMED; Trenngel (16 %), bestehend aus 16 % Acrylamid
0,375 M Tris, 0,1 % SDS, 0,1 % APS und 0,04 % TEMED.
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1.4.1.5 Zytostatika

HUNI 068 (CaHFeNOg, Molgewicht: 607.47) wurde synthetisiert und uns zur Verfligung
gestellt von Andrea Hunold aus der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Hans-Glnther Schmalz, wie
bereits im Vorfeld publiziert.® Bis-[(p-methoxybenzyl)cyclopentadienyl] titanium(1\V) dichlorid
(Titanocene-Y) erhielten wir aus der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Tacke (UCD School of
Chemistry and Chemical Biology, Dublin, Ireland). [Ni"(3-OMe-Salophen)] wurde synthetisiert
wie bereits in einer Publikation beschrieben.”® Die Substanzen wurden zur Herstellung von 40
mM Stocklésungen in DMSO geldst. Folgende konventionelle Zytostatika wurden verwendet
und uns von der Charité (Berlin) zur Verfugung gestellt: Cytarabin (AraC), Fludarabin (Flu),
Doxorubicin (Doxo), Daunorubicin (Dauno), Fluorouracil (5-FU), Vincristin (\Vcr), Idarubicin
(Ida) und Epirubicin (Epi). Zur Herstellung von Stocklosungen erfolgte eine Verdinnung mit
DMSO sowie mit den entsprechenden Zellkulturmedien oder Pufferlésungen wahrend der
Experimente. Fir die verschiedenen Experimente wurden jeweils einige Zellen als DMSO-
Kontrolle lediglich mit der entsprechenden Menge an DMSO inkubiert. Die hier gemessenen
Effekte entsprachen den Ergebnissen mit den unbehandelten Kontrollen, wenn nicht anders

angegeben.

1.4.1.6 Antikorper

Fur die Westernblot-Analyse wurden primédre Maus anti-humane Caspase-9 Antikorper benutzt,
welche von R&D Systems GmbH (Wiesbaden-Nordenstadt) stammten und in einer
Konzentration von 1:1000 eingesetzt wurden. Primare Maus anti-humane B-Aktin Antikorper
stammten von Sigma (Saint Louis, USA) und wurden in einer Konzentration von 1:2000
verwendet. Sekundére anti-Maus HRP-gekoppelte Antikdrper waren von Promega (Minneapolis,
USA) und wurden in einer Konzentration von 1:2000 eingesetzt.

1.4.1.7 Zelllinien

Die Zelllinie BJAB stammt von einem humanen Burkitt-Lymphom, wobei es sich in Kultur um
Suspensionszellen handelt. Wir verwendeten die Zelllinien BJAB-Mock und BJAB FADD-dn.
Wahrend bei den BJAB-Mock Zellen die Expression des funktionellen FADD unveréandert ist,
wurde die FADD-dn Zelllinie mit pcDNA3-FADD-dn transfiziert. Dadurch exprimiert sie eine
dominant-negative FADD-Mutante, der die N-terminale death effector-Doméne fehlt. Die
FADD-dn-Mutante blockiert CD95-vermittelte Apoptose, wie bereits in friheren Publikationen
beschrieben.* Die Zellen wurden uns zur Verfiigung gestellt von Peter Daniel, Charité Berlin.

Die Zelllinie Nalm-6 wurde aus humanen leukdmischen B-Vorlauferzellen gewonnen und
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stammt von einem Patienten mit einem Rezidiv einer ALL. Es handelt sich um
Suspensionszellen, die uns von der AG Henze, Charité Berlin zur Verfugung gestellt wurden.
Wie benutzten des Weiteren speziell geziichtete BJAB- und Nalm-6-Zelllinien, die Resistenzen
gegenuber verschiedenen Zytostatika aufweisen. Dabei handelte es sich um Vincristin-resistente
BJAB- und Nalm-6-Zellen (BJAB/Vcr, Nalm-6/Vcr) sowie um Daunorubicin-resistente Nalm-6-
Zellen (Nalm-6/Dauno). Im Methodenteil ist deren Herstellung erldutert. Die Verbindung
Titanocene-Y untersuchten wir auBerdem auf der Melanomzelllinie MelHO plres/Bcl-2, die uns
von Dr. Eberle, Charité Berlin, zur Verfligung gestellt wurde. Auf der von einer humanen T-
Zell-Leukamie stammenden Zelllinie Jurkat neo/smac Uberpriften wir des Weiteren die
Apoptoseauslésung  der  Verbindungen Titanocene-Y und [Ni"(3-OMe-Salophen)] auf
Abhéngigkeit von dem proapoptotischen Protein SMAC. Diese Zelllinie erhielten wir von PD

Dr. Fulda, Universat Ulm.

1.4.1.8 Primare Zellen

Wir verwendeten primare Lymphoblasten bzw. mononukleédre Zellen von Patienten, die an einer
Leukdmie im Kindesalter erkrankt waren. Es handelte sich um einen Patienten mit einer ALL,
um einen Patienten mit einer AML sowie um einen Patienten mit einem ALL-Rezidiv. Die
Patienten waren in der Abteilung fir Padiatrie mit Schwerpunkt Hamatologie/ Onkologie der
Charité Berlin behandelt worden. Die Zellen wurden aus Knochenmarkaspirat oder aus
peripherem Venenpunktat gewonnen. Die Diagnose wurde durch Immunphénotypisierung von
Leukamiezellen gestellt, wie im Vorfeld beschrieben.”® Die Verwendung des Patientenmaterials
steht im Einklang mit dem Ethikvotum der Charité Berlin vom 14.12.2000, sowie mit den
ethischen Standards der Uberarbeiteten Fassung der Deklaration von Helsinki. Des Weiteren
verwendeten wir aus peripherem Venenpunktat gewonnene primdre Leukozyten einer gesunden

Versuchsperson. Die Isolierung der primaren Zellen wird im Methodenteil erl&utert.
1.42 Methoden

1.4.2.1 Kultivierung von Zelllinien

Die Kultivierung der Zelllinien erfolgte in 250-ml Zellkulturflaschen im Brutschrank bei 37 °C
mit 35 % CO,-Gehalt und 95 % Luftfeuchtigkeit. Als Kulturmedium verwendeten wir fir die
Suspensionszellen RPMI 1640 Medium von Invitrogen (Karlsruhe), supplementiert mit 10 %
(v/v) hitzeinaktiviertem FKS, L-Glutamine (0,56 g/l), Penicillin (100000 i.u.) und Streptomycin
(0,1 g/l). Adhasionszellen wie MelHO kultivierten wir in DMEM von Invitrogen (Karlsruhe),
supplementiert mit 10 % (v/v) FKS und Geniticin (0,4 g/l). Die Zellpassagierungen erfolgten 2-3
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mal pro Woche durch Verdinnung auf eine Konzentration von 1 x 10° Zellen/ml. 24 h vor
Versuchsbeginn wurden die Zellen auf eine Dichte von 3 x 10° Zellen/ml eingestellt, um
standardisierte Versuchsbedingungen zu erreichen. Fir die Proliferations- und Apoptose-Assays
wurden die Zellen direkt vor der Wirkstoffzugabe auf 1 x 10° Zellen/ml verdiinnt und in 6-
Lochplatten Uberfiihrt.

1.4.2.2 Zichtung von Zytostatika-resistenten Zelllinien

Fur die Herstellung resistenter Zelllinien behandelten wir BJAB- und Nalm-6-Zellen Uber einen
Zeitraum von ca. einem halben Jahr mit schrittweise ansteigenden Konzentrationen
verschiedener Zytostatika, bis sie auch hohe Konzentrationen ohne einen Verlust der Vitalitat
tolerierten. Wir begannen mit &uRerst niedrigen Konzentrationen, mit denen wir Kkeinen
deutlichen Einfluss auf die Proliferation und Vitalitat der Zellen erwarteten. Wir behandelten
parallel zwei Zelllinien mit jeweils einer héheren und einer tieferen Konzentration, damit bei
einem zu starkem Abfall der Vitalitdit mit der hoheren Konzentration, der Versuch mit der
anderen Zelllinie fortgesetzt werden konnte. Alle drei bis vier Tage wurden die Zellzahl und die
Vitalitit gemessen (siehe Kapitel 1.4.2.4) und die Zellen auf eine Dichte von 1x10° Zellen/ml
eingestellt. Bei einer Vitalitat Uber 80 % wurde eine Behandlung gegebenenfalls mit leicht
erhéhten Konzentrationen durchgefihrt, andernfalls wurde eine Ruhephase eingelegt, wobei sich
die Zellen gewohnlich nach drei Tagen wieder erholt hatten. Im Falle der Behandlung von Nalm-
6-Zellen mit Vincristin, konnte auf diese Weise innerhalb von 7 Monaten die Konzentration von
1,0 nM auf 20-40uM gesteigert werden. Durch Messung der DNS-Fragmentierung (siehe
Kapitel 1.4.2.5) konnten wir abschlieBend zeigen, dass die Ausldosung von Apoptose in diesen
Zellen bei einer Behandlung mit 20 nM Vincristin extrem signifikant verringert ist, im Vergleich

zu einer nicht resistenten Kontrollzelllinie (Abb 3a).

1.4.2.3 lsolation und Kultivierung primarer Zellen

Die Vollblutproben oder Knochenmarkaspirate wurden zunachst mit RPMI 1640 auf ein durch
funf teilbares Volumen aufgefiillt, dann wurden 5 ml des Materials Gber 4 ml Ficoll in einem
Redcap-Rohrchen Uberschichtet. Die Isolierung der Lymphoblasten und monoklonalen Zellen
erfolgte durch Dichtegradientenzentrifugation mit 657 g fur 18 Minuten bei 20 °C und den
Zentrifugeneinstellungen Beschleunigung = 4/5 und Bremse = 0. Der Buffycoat, bestehend aus
Monozyten, Lymphozyten und Thrombozyten, wurde abpipettiert und in ein neues Rohrchen
Uberfuhrt. Bei rétlichem Buffycoat wurde noch zweimal mit RPMI 1640 gewaschen und eine

Erythrozytenlyse durchgefiihrt, indem die Zellen in 3 ml Erythrozytenlysepuffer fiir 2,5 Minuten
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bei Raumtemperatur inkubiert wurden. Durch Zugabe von 20 ml Medium wurde die Lyse
gestoppt, und nach einem weiteren Waschschritt mit RPMI 1640 wurde die Zellzahl mit einem
CASY®Cellcounter gemessen. Nach der Separation lag der prozentuale Anteil von
Leukémiezellen tiber 95 %, was im Einklang mit einer frilheren Studie ist.”* Die priméren Zellen
wurden daraufhin sofort mit einer Dichte von 3 x 10° Zellen/ml in RPMI 1640 auf 6-Lochplatten
ausgesat und mit den jeweiligen zu untersuchenden Wirkstoffen fir die Apoptose-Assays
behandelt. Das AusmaR der DNS-Fragmentierung wurde schon nach 60 h bestimmt, um die hohe

unspezifische Zelltodrate, die nach langeren Zeitrdumen auftritt, moglichst gering zu halten.

1.4.2.4 Zellzahlbestimmung

Die Bestimmung von Zellzahl und Zellviabilitat erfolgte mit einem CASY®CellCounter +
Analyzer System, wie im Vorfeld beschrieben.?” Fir die jeweiligen Zellen wurden speziell
angepasste Messparameter verwendet. Mit diesem System kann die Zellkonzentration simultan
nach drei verschiedenen GroRenbereichen analysiert werden, wobei zwischen Zelltrimmern,
toten Zellen und vitalen Zellen unterschieden werden kann. Die Zellen wurden in einer
Konzentration von 1 x 10° Zellen/ml in 6-Lochplatten berfiihrt und mit verschiedenen
Konzentrationen der zu untersuchenden Wirkstoffe behandelt. Als Kontrolle wurden einige
Zellen unbehandelt belassen oder lediglich mit dem Losungsmittel DMSO inkubiert. Nach einer
24-stundigen Inkubationsperiode bei 37 °C wurden die Zellen sorgfaltig resuspendiert, und 100
pl jeder Probe wurde mit 10 ml CASY®ton (gebrauchsfertige isotonische Kochsalzldsung) in
einem CASY®cup vermischt und mit dem CASY®Cellcounter analysiert. Die gemessene
Zellzahl der Kontrolle wurde als eine Proliferation von 100 % definiert. Eine maximale
Proliferationshemmung wurde erreicht, wenn die gemessene Zellzahl gegenlber der Zellzahl zu
Beginn des Experiments nicht zugenommen hatte. Die halbmaximale Hemmkonzentration
wurde definiert als jene Konzentration eines Wirkstoffes, welche die Zellproliferation im
Vergleich zur Kontrolle nach 24-stiindiger Inkubationszeit um 50 % inhibieren konnte. Dieser
Wert wurde mit der Bezeichnung IGC50 (24 h) abgekdirzt.

1.4.25 Messung der DNS-Fragmentierung

Apoptosetypische DNS-Fragmentierung wurde mit einer modifizierten Zellzyklusanalyse
gemessen, wie im Vorfeld beschrieben.*” Nach einer Inkubationszeit von 60 h (bei der
Untersuchung primérer Zellen), bzw. 72 h (bei Zelllinien) bei 37 °C in 6-Lochplatten, erfolgte
die Sammlung der Zellen durch Zentrifugation bei 1500 rpm fiir 5 Minuten. Die Zellen wurden
mit PBS bei 4°C gewaschen und mit PBS/ 2 % (v/v) Formaldehyd auf Eis fur 30 Minuten fixiert.
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Nach der Fixation wurden die Zellen pelletiert, mit Ethanol/PBS (2:1, v/v) 15 Minuten inkubiert,
erneut pelletiert und schlielich mit RNAse A (40 pg/ml) enthaltendem PBS resuspendiert. Die
RNS wurde fur 30 Minuten bei 37 °C aufgeschlossen, daraufhin erfolgte eine erneute
Pelletierung und Resuspendierung mit Pl (50 pg/ml) enthaltendem PBS. Die DNS-
Fragmentierung wurde mittels durchflusszytometrischer Bestimmung von hypodiploider DNS
(FACS) quantifiziert. Die Daten wurden mit Hilfe eines mit der CELL Quest software
ausgestatteten FACScan-Apparates (FACSCalibur) erhoben und analysiert. Der prozentuale
Anteil an Hypodiploidie (Sub-G1) reflektiert die Anzahl apoptotischer Zellen. Die spezifisch
durch die applizierten Wirkstoffe induzierte Apoptose wurde berechnet, indem die in den
Kontrollzellen beobachtete Hintergrundapoptose von der Apoptoserate in den behandelten Zellen

subtrahiert wurde.

1.4.2.6 Abgrenzung apoptotischen Zelltods von Nekrose

Die oben beschriebene Messung der DNS-Fragmentierung basiert auf der enzymatischen
Spaltung der DNS wahrend der spéaten Apoptosephase und ist als sensitive Methode zur
Apoptoseerkennung allgemein akzeptiert. Dennoch ist deren Spezifitdt limitiert, da auch
nekrotische und onkotische Zellen fragmentierte DNS aufweisen kénnen.* Aus diesem Grund
nutzten wir zusétzlich den LDH-release-Assay sowie den Phosphatidylserin-Translokations-
Assay, um sicherzustellen, dass der ausgeloste Zelltod durch Apoptose zustande kommt. Der
LDH-release-Assay macht sich zunutze, dass die Apoptoseausldsung tber eine Kaskade verlautft,
die mehrere Stunden in Anspruch nimmt, wohingegen Nekrose auslésende zytotoxische
Substanzen zu einer direkten Membranschadigung fiihren, was schon kurz nach der Behandlung
beobachtet werden kann. Das Ausmal? einer Nekroseauslosung korreliert dabei mit der Hohe der
Freisetzung des Enzyms LDH aus der geschadigten Zelle. Mit Hilfe des Cytotoxicity Detection
Kit von Roche (Mannheim) quantifizierten wir die unspezifische Zytotoxizitdt der zu
untersuchenden Substanzen gegenliber BJAB-Zellen. Es handelt sich um einen enzymatischen
Test, der die Aktivitat von LDH im Medium misst, wobei eine Reduktion von NAD+ zu NADH
wahrend der von der LDH katalysierten Umwandlung von Laktat zu Pyruvat erfolgt. Diese
Methode wurde bereits im Vorfeld beschrieben und erfolgte nach den Instruktionen des KIT-
Herstellers.®! Die Behandlung der Zellen mit den zu untersuchenden Substanzen erfolgte in 96-
Lochplatten in Kulturmedium. Als Kontrollen wurden einige Zellen unbehandelt belassen bzw.
lediglich mit DMSO oder fir eine maximale Lyse mit Triton-X-100 (0,1 %) versetzt. Es folgte
eine Inkubationszeit von 1 h bei 37 °C im Brutschrank. Die Platten wurden daraufhin fur 5

Minuten mit 1500 rpm zentrifugiert. 20 pl des zellfreien Uberstandes jeder Probe wurden in eine
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neue 96-Lochplatte mit flachem Boden uberfihrt und mit jeweils 80 pl PBS verdunnt. Eine
Reaktionsmischung bestehend aus INT, Natriumlaktat, NAD+ und Diaphorase (100 ul) wurde
hinzugefligt. Es erfolgte dann die photometrische Messung der zeitabhdngigen Bildung des
Reaktionsprodukts bei 490 nm im ELISA-Reader. Die maximal mogliche Freisetzung der LDH
wurde anhand der LDH-Freisetzung aus den mit Triton-X-100 lysierten Zellen abgeleitet. Der
fur die unbehandelten Kontrollzellen gemessene Wert wurde als 100 %-ige Viabilitat definiert.
Eine weitere Methode zur Unterscheidung zwischen unspezifischem Zelltod und Apoptose ist
der Annexin-V-FITC/ PI-Doppelfarbungstest. Diese Methode basiert auf dem friihapoptotischen
Prozess der Translokation von Phosphatidylserin von der inneren auf die &uBere
Zellmembranseite. Annexin-V-FITC kann dadurch in apoptotischen Zellen an Phosphatidylserin
binden, wahrend in gesunden Zellen mit intakter Membran diese Bindung nicht erfolgt. Die
Durchfuhrung erfolgte wie bereits im Vorfeld beschrieben, wobei wir das Phosphatidylserine
Detection Kit von 1Q Products (Groningen, Niederlande) verwendeten.®® 1 x 10° Zellen wurden
zweimal mit eisgekihltem PBS gewaschen und dann mit Bindungspuffer resuspendiert. Es
wurde Annexin-V-FITC (10 pl) und P1 (10 pl, 50 pg/ml) hinzugefiigt, und nach 48 h Inkubation
erfolgte die Analyse der Zellen mit dem mit der CellQuest-Software ausgeristeten
FACSCalibur. Die Klassifikation der Zellen erfolgte in 3 Gruppen: Als vital wurden diejenigen
Zellen klassifiziert, die sowohl Annexin-V-FITC-negativ, als auch Pl-negativ waren (Annexin-
V-/PI-). Pl-positive Zellen (Annexin-V+/Pl+ und Annexin-V-/Pl+) gelten als nekrotisch. Als
apoptotisch wurden diejenigen Zellen eingestuft, die Annexin-V-FITC-positiv aber Pl-negativ
waren. Annexin-V+/PI-). Um die spezifisch von den getesteten Wirkstoffen erzeugten Effekte zu
berechnen, wurde der in den unbehandelten Kontrollzellen gemessene Zelltod (PI+ und
Annexin-V+/P1-) von den entsprechenden Zellfraktionen der behandelten Proben subtrahiert. Als
halbmaximale letale Konzentration wurde diejenige Konzentration eines Wirkstoffes definiert,
welche die Anzahl vitaler Zellen nach 48 h um 50 % reduzierte. Dieser Wert wurde mit LC50
(48 h) abgekirzt. Die halbmaximale apoptotische Konzentration wurde als diejenige
Konzentration definiert, welche nach 48 h in 50 % der Zellen eine Phosphatidylserin-
Translokation bewirkte, ohne die Membranintegritat zu beschadigen (Annexin-V+/PI-). Dieser
Wert wurde mit AC50 (48 h) abgekiirzt.

1.4.2.7 Genexpressionsanalyse

Fur die Analyse der Expression verschiedener Gene, die wahrend der unterschiedlichen
Apoptosewege involviert sind, benutzten wir Apoptose spezifische RT*-Profiler PCR Expression
Arrays (SuperArray PAHS-012) nach den Instruktionen des Herstellers. Wir inkubierten BJAB-
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Zellen fur 15 h mit HUNI 068 (30 puM), woraufhin die RNS der Zellen extrahiert wurde. Die
RNS wurde mit DNAase | (2 U/ul) behandelt, um eine mdgliche Kontamination mit
genomischer DNS zu eliminieren. Die RNS (700 ng/ul) wurde dann als Matrize fiir die Synthese
einer cDNS-Sonde verwendet und nach den Herstellerangaben einer quantitativen Echtzeit-PCR
SuperArray Analyse unterzogen. Dafir verwendeten wir einen LightCycler480. Die Mittelwerte
von neun sog. housekeeping Genen wurden benutzt, um die Hybridisationssignale zu
normalisieren. Die Ergebnisse wurden mithilfe der SuperArray Analyzer Software analysiert.
Die Daten wurden dargestellt als Vielfaches der Expression der entsprechenden Gene im

Vergleich zu fur 15 h lediglich mit tragerstoffenthaltendem Medium inkubierten Kontrollzellen.

1.4.2.8 Messung des mitochondrialen Membranpotentials

Mitochondriale Apoptose wurde durch Messung des Umschlags des mitochondrialen
Membranpotentials untersucht, wie im Vorfeld bereits beschrieben.®* Nach einer Inkubationszeit
von 48 h mit den zu untersuchenden Substanzen in 6-Lochplatten wurden die Zellen mit 1500
rpm bei 4 °C fir 5 Minuten zentrifugiert. 1 x 10° Zellen wurden in phenol-rot- und
zusatzstofffreiem RPMI 1640 (500 pl) resuspendiert und JC-1-Farbstoff wurde hinzugefgt,
wobei letztendlich eine Konzentration von 2,5 pg/ml erreicht wurde. Die Zellen wurden fir 30
Minuten bei 37 °C unter moderatem Schitteln inkubiert. Kontrollzellen wurden entsprechend
ohne JC-1 inkubiert. Es folgten eine 5-mindtige Zentrifugation der Zellen bei 1500 rpm und 4
°C, ein Waschschritt mit eisgekiihitem PBS und schlieRlich eine Resuspendierung in 200 pl PBS
bei 4 °C. Die Messung wurde dann mittels durchflusszytometrischer Quantifizierung der Zellen
mit einer verminderten Fluoreszenz, d.h. mit Mitochondrien, die ein abgesenktes
Membranpotential (AW aufweisen, vorgenommen. Die Daten wurden gesammelt und mit dem
mit der CELL QUEST Software ausgestattetem FACSCalibur analysiert. Unbehandelte
Kontrollzellen mit vermindertem AW,, wurden von den fur die behandelten Zellen gemessenen
Werten subtrahiert. Die Daten sind als prozentualer Anteil der Zellen mit erniedrigtem AW,

gegeben, was diejenigen Zellen widerspiegelt, die mitochondriale Apoptose durchlaufen.

1.4.2.9 Westernblot und Immundetektion

Der Nachweis bestimmter Proteine erfolgte mittels Westernblot-Analyse, wie im Vorfeld
zahlreich beschrieben.® Die Zellen wurden mit den zu untersuchenden Wirkstoffen in groBen
750-ml-Kulturflaschen inkubiert, weil eine hohe Zellzahl fir die Isolierung ausreichender
Proteinmengen notig war. Sie wurden mit PBS gewaschen und dann in 100 ul Lysepuffer

resuspendiert. Die Proteinkonzentration wurde gegen einen BSA-Standard mit Hilfe des BCA
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Protein Assay Kit (Pierce, Illinois, USA) bestimmt. Die Proteine wurden dann in 5 x
Probenpuffer bei 95 °C mit einem Thermomixer comfort denaturiert. Es folgte die
Proteinseparation durch SDS-PAGE. Die Geltaschen wurden mit gleichen Proteinmengen
(gewohnlich 30 pg pro Tasche) beladen. Die Molekulargewichte wurden durch Vergleich mit
parallel laufenden Standardproteinen (Rainbow marker) bestimmt. Fur das Immunoblotting
benutzten wir in 1 x Transferpuffer getrdnkte Nitrozellulosemembranen. Das Blotting erfolgte
fir 1 Stunde mit 1 mA/cm® in einer Transblot SD cell. Zur Vermeidung unspezifischer
Bindungen benutzten wir Blockierpuffer. Die Inkubation mit den primdren und sekundaren
Antikorpern erfolgte entsprechend der Instruktionen der Hersteller der jeweiligen Antikorper.
Zur Sichtbarmachung der Proteinbanden inkubierten wir die Membranen mit ECL® Western
Blotting Detection. Die Lumineszenz Signale wurden mit einem Chemigenius-2-Bio-Imaging-

System detektiert.

1.4.2.10 Statistische Analyse

Die Daten in den Diagrammen zur Messung von LDH-Freisetzung, Proliferation, DNA-
Fragmentierung und  Annexin-V/PI-Doppelfarbung wurden als Mittelwerte aus drei
unabhdngigen Proben eines Ansatzes dargestellt. Die Standardabweichung wird durch die
Fehlerindikatoren angegeben. Datenauswertung und Statistikberechnungen erfolgten mit
Microsoft Excel. Die Auswertung der durchflusszytometrischen Messungen (FACS) erfolgte mit
der Cellquest Pro Software. In den Histogrammen der modifizierten Zellzyklusanalyse wurde die
AUC bestimmt, welche den Anteil der hypodiploiden sub-G1- Population widerspiegelt. Bei den
Dotplots des JC- 1 Testes und der Annexin-V/PIl- Doppelfarbung wurden die Verteilungen der
Zellen in den Quadranten ermittelt und fir die Berechnungen verwendet.

Die Signifikanz von Unterschieden bei der vergleichenden Gegenlberstellung von Daten wurde
mittels des zweiseitigen Student’s t-Test berechnet. P < 0,05 wurde hierbei als statistisch
signifikant, p < 0,01 als hochsignifikant und p < 0,001 als extrem signifikant bewertet; p > 0,05
wurde als nicht signifikant (n.s.) gewertet. Entsprechend erfolgte die Kennzeichnung der
Ergebnisse mit einem einzelnen Asterisk, wenn der p-Wert geringer war als 0,05, mit zwei
Asterisken bei einem p-Wert Kkleiner als 0,01 und mit drei Asterisken bei einem p-Wert kleiner
als 0,001.
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1.5 Ergebnisse
1.5.1 Der Eisen-Komplex HUNI 068 (Publikation 1)

1.5.1.1 HUNI 068 inhibiert die Proliferation und fuhrt zu einer Fragmentierung der DNS

in Tumorzellen

Wir inkubierten BJAB- und Nalm-6-Zellen mit verschiedenen Konzentrationen von HUNI 068
und lieRen als Kontrolle einige Zellen unbehandelt. Nach 24 h z&hlten wir die Zellen, um
zunédchst den Effekt der Substanz auf die Zellproliferation zu ermitteln (Abb. 1a). Es konnte in
beiden Zelllinien eine Hemmung der Proliferation beobachtet werden, wobei HUNI 068 in
héheren Konzentrationen auf die BJAB Zellen starker antiproliferativ wirkte als auf die Nalm-6
Zellen. Die IGC50 (24 h) lag in beiden Zelllinien zwischen 30 und 40 pM.

Nach Behandlung tber drei Tage Uberpruften wir durch Untersuchung der DNS-Fragmentierung,
ob es zu einer Induktion von Apoptose gekommen war (Abb. 1b). Die Konzentration, mit der in
50 % der BJAB-Zellen nach 72 h eine DNS-Fragmentierung erreicht werden konnte, lag bei 40
UM. Die Leukdamiezellen zeigten sich wiederum etwas weniger sensitiv gegentiber HUNI 068 als

die Lymphomzellen.

1.5.1.2 HUNI 068 induziert Apoptose in Tumorzellen; die nekrotische Wirkung ist gering

Durch Messung der LDH-Freisetzung aus mit dem Eisen-Komplex behandelten Zellen,
bestimmten wir den direkten zytotoxischen Effekt von HUNI 068 auf BJAB-Zellen nach einer
Inkubationszeit von 1 Stunde. Bei Konzentrationen von bis zu 80 puM verminderte sich die
Zellviabilitat dabei um weniger als 10 % (Abb. 2a).

Mittels der Annexin-V-FITC/PI-Bindungsmessung bestimmten wir das Verhaltnis von Apoptose
zu unspezifischem Zelltod nach einer Inkubationsperiode von 48 h und untersuchten die
Selektivitdt von HUNI 068 gegen maligne Zellen im Vergleich zu primdren Leukozyten. Dafir
testeten wir die Wirkung sowohl auf der Zelllinie BJAB, als auch auf primédren Leukozyten einer
gesunden Person. Wir inkubierten die Zellen mit dem Eisen-Komplex in Konzentrationen von
20, 30 und 60 pM und bestimmten nach 2 Tagen den prozentualen Anteil der vitalen,
apoptotischen und nekrotischen Zellen. Hierbei zeigte sich, dass 60 uM HUNI 068 die Anzahl
vitaler BJAB Zellen um ca. 60 % reduzierte, wahrend die gleiche Konzentration die Anzahl
vitaler Leukozyten um 20 % verminderte (Abb. 2b). Die weitere Analyse bestatigte, dass der
beobachtete Zelltod vor allem auf apoptotischen Vorgéngen basiert. Im Falle der priméaren,
normalen Leukozyten, zeigten sich mit 60 uM HUNI 068 ca. 5 % aller Zellen nekrotisch, 15 %
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konnten als apoptotisch klassifiziert werden. Fir die BJAB-Zellen fiel die Differenz zwischen
Apoptose und Nekrose noch deutlicher aus (Abb. 2c¢): Die als apoptotisch klassifizierbaren
Zellen erhohten sich proportional zu der Verminderung der vitalen Zellen, wéhrend
unspezifischer Zelltod nur minimal vorhanden war. Bei 60 pM lagen vergleichbar viele
nekrotische Zellen vor, wie in der unbehandelten Kontrolle. Wir unterzogen die Ergebnisse einer
Regressionsanalyse und bestimmten die LC50 (48 h) und die AC50 (48 h). Beide Werte lagen
bei einer Konzentration von ca. 50 puM.

1.5.1.3 HUNI 068 Uberwindet Zytostatika-Resistenz in vitro

Wir testeten den Eisen-Komplex auf speziell geziichteten Zelllinien mit Resistenzen gegentiber
bestimmten Zytostatika. Fir die Vincristin-resistente Zelllinie Nalm-6/Vcr stellte sich bei
Versuchen mit unterschiedlichen Zytostatika heraus, dass diese zusatzlich zu Vincristin auch
gegenuiber Fludarabin und Paclitaxel resistent ist. Hier konnte mittels FACS-Scan-Analyse eine
Uberexpression von p-Glykoprotein gezeigt werden. In den Vincristin-resistenten BJAB/Vcr-
Zellen konnten wir mittels Westernblot-Analyse eine Uberexpression von Bcl-2 nachweisen
(Daten nicht gezeigt).

Wir untersuchten, ob HUNI 068 in den resistenten Zelllinien Apoptose auslést, indem wir nach
72 h Inkubation die Anzahl der Zellen mit fragmentierter DNS bestimmten. Nichtresistente
Nalm-6- und BJAB- Zellen dienten als Kontrolle. Dabei stellten sich die multiresistenten Nalm-
6/Vcr-Zellen als sensibler gegenuber HUNI 068 heraus, als die nichtresistenten Kontrollzellen
(Abb. 3a). In den Daunorubicin-resistenten Nalm-6/Dauno-Zellen zeigte sich kein signifikanter
Unterschied der Apoptose-Induktion gegenliber den nichtresistenten Nalm-6-Zellen (Abb. 3b). In
den Vincristin-resistenten BJAB/Vcr-Zellen wurde mit 50 uM HUNI 068 eine Apoptoserate von
63 % erreicht, wahrend die gleiche Konzentration in 79 % der nichtresistenten BJAB-Zellen
Apoptose ausloste (Abb. 3c). Dieser Unterschied wurde bei einer Konzentration von 30 pM, bei
der in beiden Zelllinien eine Apoptoserate von 20 % gemessen wurde, nicht beobachtet (Daten
nicht gezeigt).

Zur Untersuchung des Mechanismus der Resistenziiberwindung, bestimmten wir die Expression
von 84 apoptoserelevanten Genen in mit dem Eisen-Komplex behandelten BJAB-Zellen. Nach
einer Inkubationszeit von 15 h mit 30 uM HUNI 068 zeigten die Zellen eine 50-fach erhdhte

Expression des Apoptose fordernden Harakiri-Gens.
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1.5.1.4 HUNI 068 ist wirksam gegenLeukamiezellen ex vivo

Um zu untersuchen, ob HUNI 068 auch unter ex vivo-Bedingungen wirksam ist, verwendeten wir
primare Lymphoblasten von drei verschiedenen Patienten mit Leukdmie im Kindesalter. Von
diesen war ein Patient an einer AML erkrankt, einer an einer primaren ALL und einer an einem
ALL-Rezidiv. Wir inkubierten die Zellen mit dem Eisen-Komplex und, flr einen
Wirksamkeitsvergleich, mit unterschiedlichen etablierten Zytostatika. Alle Wirkstoffe wurden in
den jeweiligen LC50 (48 h) eingesetzt, die zuvor mit Hilfe des Annexin-V-FITC/PI-Bindungs-
Assays auf BJAB-Zellen nach 48 h Inkubationszeit bestimmt worden waren. HUNI 068 wurde in
einer Konzentration von 50 pM appliziert, was ebenfalls der LC50 (48 h) in BJAB-Zellen
entspricht. Nach einer Inkubationszeit von 60 h wurde das Ausmall der DNS-Fragmentierung
bestimmt. Es zeigte sich, dass die ex vivo-Zellen, insbesondere die ALL-Rezidiv-Zellen, im
Vergleich zu entsprechenden Zelllinien, eine erhthte Toleranz gegentiber allen eingesetzten
Wirkstoffen aufwiesen. Die geringste Resistenz bestand gegentiber dem Eisen-Komplex, welcher
signifikant hohere Apoptoseraten erzielte, als die getesteten konventionellen Zytostatika (Abb.
4a-c).

1.5.1.5 HUNI 068 induziert Apoptose tber den intrinsischen/ mitochondrialen

Signallbe rtragungsweg

Als néchstes untersuchten wir den Signallbertragungsweg, uUber den HUNI 068 Apoptose
induziert. Wir verwendeten die Zelllinien BJAB mock/FADD-dn, um zu Uberprifen, ob es zur
Aktivierung von CD95 kommt. Die mock- und die FADD-dn-Linien wurden mit dem Eisen-
Komplex inkubiert und nach 72 h bestimmten wir den prozentualen Anteil der Zellen mit
fragmentierter DNS. Dabei zeigte sich, dass die Wirksamkeit von HUNI 068 durch die
Expression von FADD-dn nicht beeinflusst wird (Abb. 5a).

Um die Beteiligung des intrinsischen/ mitochondrialen Ubertragungsweges zu untersuchen,
bestimmten wir die Aktivierung der Mitochondrien in BJAB-Zellen nach 48 h Inkubation mit
HUNI 068. Die Anzahl der Zellen mit einem reduzierten mitochondrialen Membranpotential
erhohte sich dabei mit steigender Konzentration des Wirkstoffes (Abb. 5b). Mittels Westernblot-
Analyse konnten wir zudem in BJAB-Zellen nach 36 h Inkubation mit HUNI 068, prozessierte
Caspase-9, welche spezifisch wéhrend mitochondrialer Apoptose gespalten wird, nachweisen
(Abb. 5c).
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1.5.2 Titanocen- und nickelhaltige Verbindungen: Zusammenfassung der Ergebnisse
(Publikationen 2 und 3)

Als weitere Metall-organische Verbindungen untersuchten wir den Titanocen-Komplex Bis-[(p-
methoxybenzyl)cyclopentadienyl] titanium(lV) dichlorid (Titanocen-Y) sowie verschiedene
nickelhaltige methoxy-substituierte  Nickel(Il)(Salophen)-Derivate, mit Konzentration auf
[Ni"(3-OMe-Salophen)], als dem am stirksten aktiven Komplex (Publikation 2, Fig.1). Die
verwendeten Methoden entsprachen den geschilderten Untersuchungen zu dem Eisen-Komplex
HUNI 068. Wir konnten zeigen, dass sowohl [Ni"(3-OMe-Salophen)], als auch Titanocen-Y
zytostatisch wirken und Apoptose in der Leukdmiezelllinie Nalm-6 und der Lymphomzelllinie
BJAB auslésen. In BJAB-Zellen liegt die 1C50 (24 h) von [Ni"(3-OMe-Salophen)] bei unter 5
UM (Publikation 2, Fig.3), die IC50 (24 h) von Titanocen-Y bei 30 uM (Publikation 3, Fig.1).
Die AC50 (72 h) von [Ni"(3-OMe-Salophen)] liegt bei ca. 10 uM (Publikation 2, Fig.4), die von
Titanocen-Y bei ca. 50 uM (Pubikation 3, Fig.2). Eine kombinierte Gabe von Titanocen-Y mit
Vincristin fahrt zu einem synergistischen Effekt bei der Apoptoseinduktion von > 200 %
(Publikation 3, Fig.7). Die Nickel- und Titanocen-Komplexe l3sen Apoptose in speziell
gezlichteten Vincristin-resistenten BJAB- und Nalm-6-Zellen aus, wodurch Unabhéngigkeit der
Wirksamkeit von p-Glykoprotein und Bcl-2 nahegelegt wird (Publikation 2, Fig.6, Publikation 3,
Fig.6). Fur Titanocen-Y konnten wir in Versuchen mit Bcl-2-tberexpremierenden
Melanomzellen (Mel-HO) die Unabhéngigkeit von Bcl-2 bestitigen (Publikation 3, Fig.5). Die
Wirkung beider Verbindungen wurde aulerdem durch die Expression des proapoptotischen
SMAC-Proteins in Jurkat-Zellen nicht beeinflusst (Publikation 2, Fig.7, Publikation 3, Fig.4). In
BJAB FADD-dn-Zellen ist im Falle der Nickel- und Titanocen-Komplexe die Induktion von
Apoptose ininhibiert (Publikation 2, Fig. 8, Publikation 3, Fig. 3). Dies spricht dafir, dass hier
die extrinsische Signalkaskade zumindest teilweise an der Apoptoseinduktion beteiligt ist. Fur
Titanocen-Y konnte mittels Echtzeit-PCR eine signifikante Hochregulation des Fas-Liganden in

den behandelten Tumorzellen beobachtet werden (Publikation 3, Kapitel 3.4).

1.6 Diskussion

Bei den in dieser Arbeit untersuchten Wirkstoffen handelt es sich um Metall-organische
Verbindungen, die entweder Eisen (HUNI 068), Titan (Titanocen-Y) oder Nickel ([Ni"(3-OMe-
Salophen)]) enthalten. Es konnte gezeigt werden, dass sie Apoptose in Krebszellen auslésen und
dabei auch in Zellen wirken, die Resistenzen gegen verschiedene Zytostatika aufweisen. HUNI
068 gehort zu einer Klasse von Molekilen, die das sog. Ferrocen als zentrale Aktivitatseinheit

aufweisen. Es hemmt die Proliferation von Leukdmie- und Lymphomzelllinien mit einer IGC50
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(24 h) von 30-40 pM wund flhrt zu apoptosetypischer DNS-Fragmentierung und
Phosphatidylserin-Translokation,  ohne  eine  signifikante  direkte  Schadigung der
Membranintegritdt zu bewirken. Sowohl die LC50 (48 h) als auch die AC50 (48 h) liegen
gegentiber der Lymphomzelllinie BJAB bei ungefahr 50 pM. Titanocen-Y wirkt in einem
dhnlichen Konzentrationsbereich wie der Eisen-Komplex HUNI 068, das nickelhaltige [Ni"(3-
OMe-Salophen)] zeigt bereits bei 5-10 uM eine halbmaximale inhibitorische und apoptotische
Wirkung.

Verglichen mit bereits im nanomolaren Bereich stark wirkenden Chemotherapeutika wie
Vincristin sind diese Konzentrationen relativ hoch. Die Dosen der heutzutage eingesetzten
zytostatischen Medikamente variieren allerdings stark von nanomolaren bis mikromolaren
Konzentrationsbereichen. Es ist daher bei neuen Wirkstoffen nicht nur eine niedrige ACH5O0,
sondern vor allem eine hohe Selektivitit in Kombination mit einer niedrigen Toxizitat
erwlnscht. Um eine erste Einschatzung unerwinschter zytotoxischer Aktivitdt gegeniber
normalen Zellen zu erhalten, testeten wir HUNI 068 auf primdren Leukozyten einer gesunden
Person. Die hier ermittelte Zytotoxizitdt war im Vergleich zu den Effekten auf der
Lymphomzelllinie BJAB gering. Es muss hierbei allerdings bedacht werden, dass sich die
Sensibilitdit von Zellen gegeniiber einer zytostatischen Behandlung unter naturlichen
Bedingungen von der Sensibilitdit ex vivo kultivierter Zellen unterscheidet. So ist die
Proliferation von ex vivo Zellen vermindert, wahrend Tumorzelllinien in vitro hohe
Vermehrungsraten aufweisen und damit sensibler auf die zytostatische Therapie reagieren. Daher
sind Schlussfolgerungen zur Vertréglichkeit von Wirkstoffen unter naturlichen Bedingungen, die
aus ex vivo Experimenten gezogen werden konnten, nur sehr limitiert moglich.

Neue Wirkstoffe sollten, bei der grolRen Zahl von etablierten Zytostatika auf dem Markt, vor
allem zur Uberwindung multipler Zytostatika-Resistenz einsetzbar sein. So wiirden vor allem
Patienten mit Rezidiven einer bosartigen Erkrankung von Resistenz tUberwindenden Wirkstoffen
profitieren konnen. Beispielsweise erkranken etwa 20 % der Patienten mit einer ALL im
Kindesalter an einem Rezidiv, was hdufig mit reduzierten therapeutischen Maoglichkeiten
einhergeht und zu einer geringen Uberlebensrate filhrt.>** Fiir diese Patientengruppe werden
neue Therapieansatze bendtigt, wobei Wirkstoffe, die in der Lage sind, auf Apoptose-
Signalwegen Zytostatika-Resistenz-Mechanismen zu umgehen, eine wichtige Rolle spielen
kénnten. Im Hinblick auf die Uberwindung von Zytostatika-Resistenz besitzen die untersuchten
Metall-Komplexe interessante Eigenschaften, die fur die Therapie hilfreich sein kénnten. So
konnte gezeigt werden, dass die Apoptoseinduktion in Vincristin-resistenten Leukamie- und

Lymphomzellen nicht vermindert ist. HUNI 068 testeten wir zusatzlich auch auf Daunorubicin-
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resistenten Leukdmiezellen, die ebenfalls sensibel reagierten. Es konnte gezeigt werden, dass die
Tumorzellen ihre Zytostatika-Resistenz durch p-Glykoprotein- bzw. Bcl-2-Uberexpression
entwickelten, zwei typische Mechanismen fir die Ausbildung von Resistenzen. Die Expression
dieser Proteine bei der ALL im Kindesalter korreliert mit einer verminderten Ansprechrate
gegeniiber der Chemotherapie.®3"® Durch Genexpressionsanalyse fanden wir eine 50-fache
Hochregulation des proapoptotischen Harakiri-Gens in mit dem Eisen-Komplex behandelten
Lymphomzellen. Da Harakiri mit Bcl-2 interagiert, ist dies ist eine mdgliche Erklarung flr eine
Bcl-2-unabhangige Apoptoseinduktion, indem die durch HUNI 068 verursachte Uberexpression
von Harakiri den Apoptose unterdriickenden Effekt von Bcl-2 neutralisiert.’ Der Mechanismus
in den p-Glykoprotein tberexprimierenden Leuk&dmiezellen bleibt bislang ungeklart und bedarf
weiterer Experimente.

Wir konnten auBerdem zeigen, dass HUNI 068 gegen direkt aus Patientenmaterial gewonnene
primire Leuk&miezellen wirksam ist. Die Wirksamkeit der verschiedenen im Vergleich
getesteten Substanzen und Zytostatika variierte interindividuell stark. So zeigte sich die stirkste
Zytostatika-Resistenz bei den Zellen des Patienten mit dem ALL-Rezidiv, welche nur minimal
auf die Behandlung mit den konventionellen Chemotherapeutika reagierten. Dies entspricht der
schlechten Ansprechrate von ALL-Rezidiven auf die Therapie in vivo. Obwohl hier auch die
Wirksamkeit von HUNI 068 vermindert war, erzeugte es hohere Apoptoseraten als alle anderen
getesteten Wirkstoffe. Dies deutet darauf hin, dass der Eisen-Komplex hilfreich bei der Therapie
des Rezidivs der ALL im Kindesalter sein kénnte, wenn konventionelle Medikamente keine
Remission mehr erzielen. Da der Wirkstoff bei den in vitro Versuchen in der Lymphomzelllinie
BJAB eine hohere Apoptoseaktivitat aufwies als in der Leuk&miezelllinie Nalm-6, liegt es nahe,
dass bislang noch ausstehende Versuche mit primdaren Zellen von Lymphompatienten
moglicherweise noch bessere Ergebnisse aufzeigen konnten, als mit den priméren
Leukamiezellen.

Die Ergebnisse der in vitro- und ex vivo- Experimente gaben uns Anlass fiir eine tiefergehende
Untersuchung der Apoptose induzierenden Mechanismen. Es stellte sich heraus, dass HUNI 068,
im Gegensatz zu den untersuchten Titan- und Nickel-Verbindungen, unabhéngig von
Todesrezeptoren wie CD95 wirkt. Stattdessen erfolgt eine intrinsische Aktivierung der
Mitochondrien, was durch die messbare Abnahme des mitochondrialen Membranpotentials und
den Nachweis von gespaltener Caspase-9 nahegelegt wird. Mitochondriale Apoptose ist der
wichtigste intrinsische Apoptose-Signalweg, Uber den viele verschiedene Medikamente wirken,
ua. Taxol und Epirubicin?** Die Aktivierung des mitochondrialen Signaliibertragungsweges

steht im Einklang mit dem Befund, dass HUNI 068 eine Hochregulation des Harakiri-Gens
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bewirkt. Dieser Mechanismus ermdglicht es HUNI 068 unabhdngig von Bcl-2, einem
Schliisselregulator des mitochondrialen Ubertragungsweges, Apoptose zu induzieren.

Zusammengefasst lasst sich feststellen, dass die untersuchten Metall-organischen Verbindungen
einige klinisch vielversprechende Eigenschaften besitzen, wie Induktion von Apoptose in
Tumorzellen und Uberwindung von verschiedenen Resistenzmechanismen. Unsere Ergebnisse
sollen einen Anreiz fur die weitere Synthese und Erforschung von strukturverwandten
Wirkstoffen geben. Im Mittelpunkt weiterfihrender Untersuchungen befindet sich u.a. die Suche
nach den entsprechenden zelluldren Zielproteinen, wobei fluoreszenzmikroskopische und

affinitatschromatografische Methoden in Betracht kommen.
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1.8 Abbildungen
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Abb. 1 a-b Proliferationshemmung und Induktion apoptosetypischer DNS-Fragmentierung.

BJAB- und Nalm-6-Zellen wurden mit verschiedenen Konzentrationen von HUNI 068 inkubiert
oder als Kontrollen unbehandelt belassen. a Nach 24 h wurde die Zellkonzentration mit einem
CASY®CellCounter + Analyzer System bestimmt. Die Proliferationshemmung ist in %
gegenuber der unbehandelten Kontrolle £ SD (n = 3) angegeben. b Nach 72 h wurde die DNS-
Fragmentierung mittels Durchflusszytometrie bestimmt. Die Daten sind in % = SD (n = 3)
gegeben.
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Abb. 2
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Abb. 2 a-c Abgrenzung Apoptose von Nekrose. a Eine direkte Schéadigung der
Membranintegritat von BJAB-Zellen wurde durch Aktivitatsmessung der LDH im Medium nach
1 Stunde Inkubation mit verschiedenen Konzentrationen von HUNI 068 bestimmt. Einige Zellen
wurden als Kontrollen unbehandelt belassen. Die Daten sind als Viabilitat [%] dargestellt und als
% der Kontrolle £ SD (n = 3) gegeben. b BJAB-Zellen und primére Leukozyten einer gesunden
Versuchsperson wurden mit verschiedenen Konzentrationen von HUNI 068 inkubiert oder als
Kontrolle unbehandelt belassen. Nach 48 h wurde die Anzahl vitaler Zellen (Annexin-V/PI")
bestimmt. ¢ Der gemessene Zelltod in den BJAB-Zellen wurde in apoptotischen (Annexin-
V+/PI1-) und unspezifischen Zelltod (P1+) unterteilt und mit der Anzahl vitaler Zellen verglichen.
Die Werte sind in % £ SD (n = 3) gegeben.
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Abb. 3
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Abb. 3 a-c Resistenziiberwindung. Zytostatika-resistente Zelllinien (a: Nalm-6/Vcr, b: Nalm-
6/Dauno und c: BJAB/Vcr) und die entsprechenden nichtresistenten Zellen (Nalm-6 und BJAB)
wurden mit HUNI 068 behandelt oder mit den Wirkstoffen, gegen welche die Zellen Resistenzen
aufwiesen. Vincristin wurde in hohen Konzentrationen von 20 bzw. 7,5 nM, Daunorubicin in
einer Konzentration von 0,4 UM eingesetzt. Einige Zellen jeder Zelllinie wurden als Kontrollen
unbehandelt belassen. Die DNS-Fragmentierung wurde nach 72 h mittels Durchflusszytometrie
gemessen. Die Werte sind in % = SD (n = 3) gegeben. Die Asterixe kennzeichnen die
Signifikanz der Unterschiede der induzierten DNS-Fragmentierung zwischen resistenter und

nichtresistenter Zelllinie.
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Abb. 4
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Abb. 4 a-c Wirkung ex vivo. Primdre Tumorzellen von Patienten mit Leukdmie im Kindesalter
(a: primare AML, b: primédre ALL und c: ALL-Rezidiv) wurden mit HUNI 068 (50 uM) oder
mit verschiedenen etablierten Zytostatika behandelt. Alle Wirkstoffe wurden in den jeweiligen
LC50 (48 h) eingesetzt, welche zuvor durch den Annexin-V/PI-Doppelfarbungsassay in BJAB-
Zellen ermittelt worden waren: Daunorubicin (Dauno) 8,9 uM, Doxorubicn (Doxo) 8,6 uUM,
Vincristin (Vcer) 0,54 nM, Cytarabin (AraC) 41 uM, Idarubicin (Ida) 1,8 puM. Unbehandelte
Zellen dienten als Kontrolle. Nach 60 h Inkubation wurde die DNS-Fragmentierung mittels
Durchflusszytometrie gemessen. Die Werte sind in % + SD (n = 3) gegeben. Die Asterixe
kennzeichnen die Signifikanz der Unterschiede der induzierten DNS-Fragmentierung im
Vergleich zu HUNI 068.
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Abb. 5 a-c Untersuchung der Apoptose-Signalkaskade. a BJAB/FADD-dn- und BJAB/mock-
Zellen wurden mit verschiedenen Konzentrationen von HUNI 068 inkubiert oder als Kontrolle
unbehandelt belassen. Nach 72 h wurde die DNS-Fragmentierung mittels Durchflusszytometrie
gemessen. Die Werte sind in % +* SD (n = 3) gegeben. Die Unterschiede der DNS-
Fragmentierung zwischen Mock- und FADD-dn-Zelllinie stellten sich nach Berechnung der P-
Werte als nicht signifikant heraus und wurden entsprechend gekennzeichnet (n.s.) b BJAB-
Zellen wurden fir 48 h mit verschiedenen Konzentrationen von HUNI 068 inkubiert oder als
Kontrolle unbehandelt belassen. Dann wurden die Zellen durch Farbung mit JC-1 und
durchflusszytometrischer Analyse auf eine Reduktion des mitochondrialen Membranpotentials
hin untersucht. Die Werte sind gegeben in % der Zellen mit niedrigem mitochondrialen
Membranpotential (A¥m) = SD (n = 3). ¢ Die Westernblot-Analyse mit Anti-Caspase-9-
Antikérpern nach 36 h Behandlung von BJAB-Zellen mit HUNI 068 (30, 50 und 80 puM) zeigt
gespaltene Caspase-9 (35 kDa). Diese ist ebenfalls sichtbar in der parallel getesteten
Positivkontrolle (Co+) mit Epirubicin (5 uM) aber nicht in der unbehandelten Negativkontrolle
(-Co). Die Banden fur die unprozessierte Caspase-9 (45 kDa) stellen sich auch in der
Negativkontrolle dar. Das Molekulargewicht wird auf der linken Bildseite gezeigt. Es wurden

gleiche Mengen an Protein verwendet, was durch die Detektion von B-Aktin verifiziert wurde.
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