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1. Vorwort

Die vorliegende Habilitation beschreibt die Entdeckung eines neuen Feldes der
Zytostatikaentwicklung, der biometallorganischen Zytostatika zur Therapie maligner
Erkrankungen, welche resistent gegeniiber herkommlichen Zytostatika sind. Im Mittelpunkt
steht die priklinische Evaluation neuartiger biometallorganischer zytostatischer Wirkstoffe
zur Therapie des Rezidivs der hiufigsten malignen Erkrankung im Kindesalter, der akuten
lymphoblastischen Leukédmie (ALL). Die Habilitationsschrift gliedert sich in die Analyse der
Defekte der Apoptosesignalkaskade in primiren Lymphoblasten bei dem Rezidiv einer ALL
[1], die Eisen-haltigen Nukleosidanaloga [2], die Ferrocenyl-Nukleosidanaloga [3], die
Carbonyl-substituierten Titanocene [4, 5] und die Organo-Kupfer-Komplexe [6]. Eigene
Publikationen und die Patentschriften zu den entsprechenden Arbeiten, welche sowohl in
Deutschland als auch europédisch und zum Teil schon international angemeldet und erteilt
sind, werden in numerischer Reihenfolge =zitiert. Fiir die Abhandlungen wichtige

Publikationen anderer Autoren werden in alphabetischer Reihenfolge zitiert.

Die Forschungsprojekte wurden durch diverse Drittmittel von der Deutschen
Forschungsgemeinschaft (DFG), der José Carreras Leukédmiestiftung, KINDerLEBEN e.V.,
der Kind Philipp-Stiftung und der Dr.-Kleist-Stiftung gefordert. Aufgrund des klinischen
Interesses an neuen potenten Wirkstoffen gegen maligne Erkrankungen ist die Ausgriindung
einer Firma an der Charité zur Weiterentwicklung der Wirkstoffe bis zur Anwendung in der

klinischen Phase II a in Vorbereitung.

2. Einleitung

Zur Therapie systemischer maligner Erkrankungen wie Leukdmien existieren zurzeit folgende
Methoden: Chemotherapie, Radiatio (zur lokalen ZNS-Behandlung) und Immuntherapie
(Gadner et al., Bello et al., Larson et al.). Dabei hat die Chemotherapie die bei weitem grofite

therapeutische Bedeutung (Schrappe et al.).

Obwohl die Prognose maligner Erkrankungen durch permanente Optimierung der
Therapieprotokolle stindig verbessert wird, treten aufgrund von Zytostatika-Resistenz der
malignen Zellen Rezidive auf, an denen Patienten versterben (Henze et al.). Diese Resistenzen
(Hickman) konnen verschiedene Ursachen haben, wie verminderte Bioverfligbarkeit der
Zytostatika (intestinale Resorptionsstorungen, Enzyminduktion, Leberfunktionsstérungen),
Expression von ABC-Transportern (Chapuy et al., de Jonge-Peeters et al., Styczynski et al.,
Abd El-Ghaffar et al.) in malignen Zellen, welche Zytostatika aktiv unter ATP-Verbrauch



ausschleusen konnen, und Defekte in der Apoptosesignalkaskade [1], durch welche die

Induktion des Zytostatika-induzierten Zelltods verhindert wird.

Eine der Herausforderungen der gegenwirtigen Therapie Zytostatika-resistenter maligner
Erkrankungen liegt in der Suche nach wirksameren Zytostatika, welche auch in resistenten
malignen Zellen Apoptose (programmierten Zelltod) induzieren konnen. Diese
Habilitationsarbeit  beschéftigt sich mit der Entwicklung neuer zytostatischer
biometallorganischer Wirkstoffe, welche zelluldre Defekte der Apoptosesignalkaskade in

malignen Zellen {iberwinden konnen.
3. Defekte der Apoptosesignalkaskade bei der ALL im Kindesalter

Die héufigste bosartige Erkrankung im Kindesalter ist die akute lymphoblastische Leukédmie
(ALL). Obwohl etwa 80% der erkrankten Kinder geheilt werden kdnnen, tritt bei einem
Viertel der Patienten ein Rezidiv auf. Von den Rezidivpatienten versterben 60% trotz
intensiver Therapie. Der Grund fiir das Auftreten eines Rezidivs ist bis heute unklar, obgleich
einige Risikofaktoren dafiir bekannt sind. Neben hoher initialer peripherer Blastenzahl (>
20.000/ml), Alter des Patienten (< 1 Jahr oder > 6 Jahre), Subtyp einer T-ALL und
verschiedenen chromosomalen Translokationen (BCR-ABL, MLL-AF4) gilt vor allem das
schlechte Ansprechen der Chemotherapie (besonders wihrend der initialen Glukokortikoid-
Therapie) als Risikofaktor flir das Auftreten eines Rezidiv (Schrappe et al.). Da fast alle
Zytostatika und besonders die Glukokortikoide iiber eine Induktion der Apoptose
therapeutisch wirksam sind liegt es nahe, dass in den Zytostatika-resistenten Leukdmiezellen

die Apoptose-Signalkaskade gestort sein muss.

Apoptose spielt die entscheidende Rolle bei der Aufrechterhaltung des Gleichgewichtes einer
Zellpopulation zwischen Zellproliferation und Zelluntergang und hat deshalb in der
Forschung weltweites Interesse erlangt (Hannun). Sowohl wéhrend der Embryogenese als
auch in adultem Gewebe ist die Apoptose verantwortlich fliir die Homoostase eines
physiologischen Zellsystems (Barinaga). Ist die Homoostase eines Zellverbandes durch einen
Apoptosedefekt gestort, hat dies dramatische Folgen flir den Organismus. Ist die Apoptose in
lymphatischen Zellen gehemmt, kdnnen Autoimmun-Erkrankungen und Leukdmien bzw.
Lymphome entstehen (Thompson et al, Adams et al.).

Ein defekter Ablauf der Apoptose kann somit sowohl die Ursache fiir eine Erstmanifestation
einer ALL darstellen als auch fiir die Entstehung eines Rezidivs einer ALL verantwortlich
sein. Die Auswirkungen eines Defektes der Apoptosesignalkaskade auf die Entstehung eines

ALL-Rezidivs ist bis heute nur wenig erforscht. Gerade weil sich die Uberlebenschance eines



ALL-Patienten mit dem Auftreten eines Rezidivs nahezu halbiert, ist dieser Zusammenhang

von enormer Bedeutung.

Essentiell fiir die erfolgreiche Therapie der ALL ist die Apoptoseinduktion in den
Lymphoblasten durch die verwendeten Zytostatika. Hierbei spielt die mitochondriale
Apoptosemaschinerie die zentrale Rolle. Zu den wichtigsten Bestandteilen der

mitochondrialen Apoptosekaskade gehoren folgende Faktoren:

1. p53, das nach Entstehen eines DNA-Schadens aktiviert wird (Kastan et al., Lowe et al.).

2. Die upstream-Regulatoren mdm-2, pl4ARF und pl6, die den Zelltod nach DNA-
Schédigung via p53 regulieren (Sherr et al.). Die Storung dieses Signalwegs in pl4ARF
bzw. p16 knock-out Méusen fiihrt zur Entstehung Therapie-resistenter Lymphome (Sherr).
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Abb. 1: Der pl4ARF/p53 Signalweg

Der INK4a Genlokus kodiert fiir 2 Genprodukte mit unabhingiger Funktion und Aminosiuresequenz. Dies wird
durch die Verwendung von 2 unterschiedlichen Exons 1 (Exon 1 alpha fiir p16 und Exon 1 beta fiir pl4ARF)
ermoglicht. DNA Schidigung oder die deregulierte Aktivierung von Zellzyklus-promovierenden Onkogenen (c-
myc, E2F-1) fithrt zur Aktivierung von pl4 ARF (ARF = Alternative Reading Frame) bzw. p16“"*"/ K44 Dje
Expression von p16 fiihrt zum Zellzyklusarrest in der G1-Phase des Zellzyklus. Hingegen vermittelt das p14ARF
Protein den Abbau von Mdm-2 (Hdm-2)iiber das Proteasom. Mdm-2 ist ein Inhibitor von p53 der den Abbau des
p53 Proteins iiber das Proteasom vermittelt. Die Inaktivierung von Mdm-2 resultiert dadurch in héheren p53
Protein-Spiegeln die das Spektrum von p53 Signaling-Effekten aktivieren: tanskriptionelle Aktivierung von
Zelltodsignalwegen, Zellzyklusarrest in G1 und G2/M, DNA Reparatur und transkriptionelle Repression von
zelltodhemmenden Genen.



3. Proteine der Bcl-2-Familie, welche als Schliisselregulatoren der Apoptose gelten und die
sowohl Apoptose-fordernde, wie z. B. Bax, Bik, Bak etc., als auch Apoptose-hemmende
Wirkung, wie z. B. Bcl-2 und Bcel-xL, besitzen konnen [1]. Ferner bewirken sie {iber eine
Steigerung der Membranpermeabilitit der Mitochondrien eine Freisetzung von
Cytochrom c, siche Abb. 2.

4. Caspasen (Cysteinyl-Aspartasen), d.h. Proteasen, die in der Spitphase der Apoptose
aktiviert werden und dann entweder als Initiatorproteasen die Apoptosemaschinerie in
Gang setzen oder als Exekutionsproteasen die Spaltung verschiedener Substrate bewirken,
welche im Endeffekt zur Zerstorung der Zelle fiihren (Essmann et al.). Caspase-9 ist

Bestandteil des mitochondrialen Apoptosoms (siche Abb. 2).

5. Apaf-1, ein Caspase-aktivierendes Protein, welches durch Bax aktiviert aber durch Bel-2
sowie Bcl-xI inaktiviert wird (Kroemer et al.) und iiber die Rekrutierung von Caspase-9

eine Aktivierung der Caspasenkaskade bewirkt .

6. AiF (apoptosis inducing factor), der von aktivierten Mitochondrien wihrend der Apoptose
freigesetzt wird, in den Kern transloziert und parallel hierzu andere Mitochondrien
Caspase-unabhédngig aktivieren kann und hierdurch die mitochondriale Apoptose-

Signalkaskade verstéirkt (Kroemer et al.).

7. Smac/Diablo, das neben Cytochrom c¢ und AIF der dritte pro-apoptotische Faktor ist, der
im Rahmen des Zytostatika-induzierten Zelltods aus Mitochondrien in das Zytosol
freigesetzt wird. SMAC hemmt die IAPs (Inhibitor of Apoptosis Proteins) und verstarkt
hierdurch das Zelltodsignal (Du et al.).
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Abb. 2: Die Aktivierung der mitochondrialen Apoptose-Signalkaskade erfolgt liber zytoplasmatische Signale
wie z.B. Spaltung von Bid zu tBid, Dephosphorylierung von Bad oder iiber die transkriptionelle Aktivierung des
Bax Gens durch p53 und die Translokation von Bax in die Mitochondrienmembran. Neben Cytochrom C werden
noch weitere Apoptose-Faktoren aus Mitochondrien freigesetzt: AIF induziert den Zelltod unabhéngig von der
Aktivierung der Caspase-Kaskade, SMAC/Diablo hingegen amplifiziert die Caspase-Signalkaskade, indem es
die IAP-Proteine (=Caspase-Inhibitoren) hemmt.



Defekte in der Apoptosesignalkaskade konnten bereits bei einer Reihe maligner
Erkrankungen beobacht werden (Sturm). Bei dem kolorektalen Karzinom konnte gezeigt
werden, dass Bax differentiell exprimiert ist und dass fehlende Bax-Expression oft durch Bax-
Mutationen in Folge von Frameshifts des Leserasters verursacht wird. Patienten, deren
Karzinom kein Bax exprimieren, z.B. in Folge von loss-of-function Mutationen des Bax-
Gens, haben ein deutlich schlechteres Gesamtiiberleben im Vergleich zu Bax-Wildtyp-
Tumoren (Sturm et al.).

Bei dem multimodal behandelten Osophaguskarzinom ist das Fehlen von Bax besonders
ungiinstig bei Patienten mit intaktem p53, so dass ein alternativer Ausfall und zwar entweder
von p53 oder von Bax mit schlechtem Ansprechen auf Therapie korreliert. Die multivariate
Anlayse zeigte, dass Bax hochsignifikant der beste unabhidngige prognostische Marker im

Vergleich zu allen konventionellen klinischen Prognosefaktoren ist (Sturm et al.).

Die Expression von Faktoren der mitochondrialen Apoptosekaskade haben grof3e Bedeutung
bei diversen bosartigen Erkrankungen. Fiir Bcl-2 und Bax liegen bereits eine Reihe von Daten
vor, die in Zelllinien-Systemen hohe Bcl-2 Expression (Anti-Apoptose-Gen) bzw. niedrige
Bax-Expression (Apoptose-forderndes Gen) mit Resistenz gegen verschiedene Zelltodstimuli
in Verbindung setzen (Findley et al.). Auch eine Mutation von P53 kann eine Resistenz gegen
die Apoptoseinduktion hervorrufen, auch wenn dieses ein eher seltenes Ereignis bei der ALL
im Kindesalter ist und dort prognostisch keine Rolle spielt [1]. Mdm-2 Uberexpression ist
hingegen héufig bei der ALL im Kindesalter und ist mit Resistenz und schlechter Prognose
assoziiert (Zhou). Es konnte gezeigt werden, dass die Cytochrom c-Freisetzung in priméren
Lymphoblasten mit einem guten therapeutischen Ansprechen bei der ALL im Kindesalter
assoziiert ist (Liider). Bei der ALL im Erwachsenenalter wurde fiir die Expressionsspiegel

von Caspase-2 und —3 eine prognostische Bedeutung beschrieben (Estrov et al.).

Wir untersuchten diesen Signalweg bei 14 gepaarten Proben (Primirdiagnose ALL vs. ALL-
Rezidiv) und 111 ungepaarten Patientenproben (77 mit Primérdiagnose ALL und 34 mit
ALL-Rezidiv) mittels Mutationsanalyse der DNA und Proteinanalyse mit Westernblot-
Technik. Via Mutationsanalyse untersuchten wir die Gene bax und p53. Wir etablierten
erstmals die quantitative Westernblotanalytik fiir groe Patientenzahlen, welche durch die
Verwendung interner Standards auf den verschiedenen Nitrocellulose-Membranen ermoglicht
wurde. Hiermit untersuchten wir die Expression des proapoptotischen Proteins Bax, dessen
Gegenspieler Bcl-2 sowie die Prozessierung der Downstream-Caspase-3, welche irreversibel
Apoptose induziert.



1. Prokop, A., Wieder, T., Sturm, 1., EBmann, F., Seeger, K., Wuchter, C., Ludwig, W.-
D., Henze, G., Dorken, B., and Daniel, P.T., Relapse in childhood acute lymphoblastic
leukemia is associated with a decrease of the Bax/Bcl-2- ratio and loss of spontaneous

caspase-3 processing in vivo, Leukemia, 2000, 14: 1606-1613.
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Unsere ersten Untersuchungen an Leukdmiezellen von Kindern mit einer ALL bestétigen die
oben bei soliden Tumoren beschriebenen Befunde und deuten auf eine Beteiligung des

p53/Bax/Caspase-3-Signalweges bei der Rezidiventstehung hin.

Bei der Mutationsanalytik zeigte sich zunichst, dass bax- bzw. p53-Mutationen bei der ALL

im Kindesalter offensichtlich keinen Einfluss auf die Caspase-3-Prozessierung haben.

Mittels quantitativer Proteinanalytik fanden wir bei der Untersuchung dieses Signalwegs bei
14 gepaarten Proben (Primdrdiagnose ALL vs. ALL-Rezidiv) und 111 ungepaarten
Patientenproben (77 mit Primirdiagnose ALL und 34 mit ALL-Rezidiv) einen Defekt der
Caspase-3 Aktivitit. Wahrend die Lymphoblasten der Patienten mit Primérdiagnose in etwa
der Hilfte der Proben eine spontane Caspase-3-Aktivierung zeigten, war diese Caspase-3-
Aktivitdt nur in einer einzigen Probe der untersuchten ALL-Rezidiv-Patienten nachweisbar.
Der Verlust der spontanen Caspase-3-Aktivierung in primdren Lymphoblasten korrelierte mit
einer verminderten Bax-Expression der Leukdmiezellen im Rezidiv. Dieser Zusammenhang
war besonders deutlich bei der Untersuchung der gepaarten Proben und zeigte sich auch bei

der Untersuchung der groBeren Kohorte ungepaarter Proben.

Es ldsst sich zusammenfassen, dass im Rezidiv der ALL im Kindesalter, wobei die Prognose
im Vergleich zur Ersterkrankung signifikant schlechter ist, in den Lymphoblasten das
proapototische Protein Bax und somit die Bax/Bcl-2-Ratio signifikant erniedrigt ist. Dieses
fiihrt zu einer Verhinderung des spontanen Caspase-3-Prozessings, was einen Defekt der
Apoptosesignalkaskade bedeutet. Aufgrund eines Bax-Mangels und fehlender Caspase-3-
Prozessierung sind die Lymphoblasten im Rezidiv einer ALL gehindert, den apoptotischen
Zelltod zu durchlaufen.

4. Metallorganische Komplexe zur Therapie maligner Erkrankungen

Die bisher einzigen Vertreter metallorganischer Wirkstoffe bei der Therapie maligner
Erkrankungen verwendeter Zytostatika sind die Platin-Komplexe Cisplatin, Carboplatin und
Oxaliplatin (Raymond et al., Kelland et al.). Diese schon seit iiber 30 Jahren und nur zufillig
entdeckten Zytostatika wirken durch Interkalation mit der DNA. Sie werden in der
zytostatischen Therapie ausschlieBlich intravends verabreicht. Bei der Therapie von
Leukédmien im Kindesalter spielen Platin-Komplexe keine Rolle. Die Platinverbindungen
zeichnen sich dadurch aus, dass sie nicht auf herkémmlichem Wege Apoptose in malignen
Zellen induzieren. Das Protein-Expressionsmuster von mit Platinverbindungen behandelten
Zellen unterscheidet sich signifikant von dem der malignen Zellen, in welchen Apoptose mit

herkdmmlichen Medikamenten anderer Zytostatikagruppen induziert wurde. Metallorganische
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Komplexe aller anderen Ubergangsmetalle oder der Lanthanide finden bisher keine

Verwendung in der zytostatischen Therapie maligner Erkrankungen.

Inhalt dieser Habilitationsschrift ist die Entdeckung mehrerer neuartiger Klassen von
biometallorganischen zytostatischen Wirkstoffen, die in der Lage sind, in malignen Zellen
Resistenzen gegeniiber herkdmmlichen Zytostatika zu {iberwinden und durch Synergie mit
diesen die Wirkung handelsiiblicher zytostatischer Medikamente signifikant zu verbessern.
Erste in vivo-Experimente an SCID-Maiusen zeigen eine gute Vertrdglichkeit und eine
Tumorwachstum inhibierende Eigenschaft dieser Wikstoffgruppe. Es handelt sich hierbei um
synthetische Wirkstoffe, die im Gegensatz zu den meisten bekannten Zytostatika nie zuvor in
der Natur gefunden worden sind. Mit den biometallorganischen Zytostatika ist ein vollig
neues hochinteressantes Feld fiir eine antileukdmische und Anti-Tumor-Therapie erschlossen

worden.

5. Eisen-haltige Nukleosidanaloga

Im Rahmen methodischer Untersuchungen zur stereoselektiven Herstellung und synthetischen
Anwendung chiraler Ubergangsmetall--Komplexe wurden in der Arbeitsgruppe Schmalz
(Universitit zu Koln) vor einigen Jahren neue Butadien-Derivate mit einer Fe(CO);-
Substruktur hergestellt. Aufgrund der erkannten entfernten strukturellen Ahnlichkeit dieser
Verbindungen mit in der onkologischen Therapie verwendeten Nukleosidanaloga wurden
diese von mir in Bezug auf ihre Wirkung auf maligne Zellen untersucht. So wurde entdeckt,
dass es sich bei den ,Eisen-haltigen” Verbindungen um eine neue Klasse hochwirksamer
Zytostatika handelt. Es zeigte sich, dass die Fe-Nuk in verschiedensten malignen Zellen
Apoptose induzieren, wobei die Signaltransduktion iiber die mitochondriale Kaskade
vermittelt wird. Die vollsynthetischen Eisen-haltigen Nukleosidanaloga (Fe-Nuk) sind
chemisch so strukturiert, dass sie nicht in Nukleinsduren eingebaut werden konnen [3]. Die in
vitro-Daten der Apoptose-Induktion zeigen, dass die Eisen-haltigen Nukleoside in der Lage
sind, sowohl in primidren Lymphoblasten als auch in Zelllinien Resistenzen gegeniiber
herkdbmmlichen Zytostatika zu durchbrechen. Die neuartige Zytostatika-Gruppe wurde als
Patent angemeldet, welches bereits international erteilt wurde und bei welchem die Charité
Berlin Anmelder ist [2]. Erste Struktur-Wirkungs-Beziehungen fiir diese Substanzklasse
liegen uns bereits vor [3], wie auch eine Eingrenzung moglicher Wirkmechanismen der Eisen-
haltigen Nukleoside. Zu den zytostatisch wirksamen Fe-Nuk zihlen folgende Strukturtypen,

die synthetisch als reine Stereoisomere zugédnglich sind [2, 3].
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Abb. 3 Grundstrukturen der neuartigen Eisen-haltigen Nukleosidanaloga (Fe-Nuk). NB bedeudet Nukleobase,
wihrend R und R' beliebige organische Reste darstellen.

Diese Wirkstoffe zeichnen sich durch eine auBBergewohnlich starke Apoptose-Induktion aus,
sowohl in primédren Lymphoblasten von Kindern mit einer ALL oder einem ALL-Rezidiv als
auch in den verschiedenen Zelllinien von Leukdmien oder soliden Tumoren. Bisher wurden
keine Resistenzen gegeniiber diesen neuartigen Zytostatika beobachtet. Das Eisen-haltige

Nukleosidanalogon N 69 ist ein typischer Vertreter dieser neuartigen Zytostatika-Klasse.

NH,
N
Si0 N0
o}
N/
10,C
Fe(CO)4

Abb. 4 Chemische Struktur des Eisen-haltigen Nukleosidanalogons N 69, welches einer der wirksamsten

Vertreter dieser neuartigen Zytostatikalklasse ist (LCso = 17 umol/l in Lymphomzellen).
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2. Schlawe, D., Majdalani, A., Velcicky, J., HeBler, E., Wieder*, T., Prokop, A.*, and
Schmalz, H-G.*. Iron-containing nucleoside analogs with pronounced apoptosis-inducing

activity. Angewandte Chemie, 2004, 116, 1763-1766
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Es konnte gezeigt werden, dass die Eisen-haltigen Nukleosidanaloga in der Lage sind,
Resistenzen von Tumorzellen gegen andere herkommliche Zytostatika zu iiberwinden. Zum
Beispiel zeigte die Bax-defiziente Prostatacarzinom-Zelllinie DU 145 (Abb. 5) im Vergleich
zu den Bax-exprimierenden Klonen eine ungehinderte Apoptose-Induktion durch das Fe-Nuk
N69 (Abb. 6b), wihrend herkémmliche Nukleosidanaloga wie 5-Fluor-Uracil (5-FU) in den
Bax-defizienten Zellen deutlich geringer Apoptose induzieren (Abb. 6a).

KDa

30 —
25— S G 4%

Bax3/Bax2/mock

Abb. 5: Expression des pro-apoptotischen Proteins Bax in den Zellklonen Bax3 und Bax2 von DU145-Zellen
(Prostata-Karzinom-Zelllinie). Der Wildtyp (und der mock-Transfektant) dieser Zelllinie sind Bax-frei

100
—+H— DU 145/Bax2

—+ —24A— DU 145/Bax3
—©S— DU 145/mock

Apoptotische Zellen (%)

T T T
0 25 50 75 100
5-FU Konzentration (uM)
Abb. 6a: Deutlich verminderte Apoptoserate bei Behandlung von Bax-defizienten Prostata-Karzinomzellen

(DU145 mock) mit dem herkémmlichen Nukleosidanalogon 5-Fluor-Uracil (5-FU) im Vergleich zur
Behandlung Bax-exprimierender Clone derselben Zelllinie (DU145 Bax2 und DU145 Bax3).
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Abb. 6b: Im Vergleich zu Abb. 6a zeigt sich keine Anderung der Apoptoserate bei Behandlung der Bax-freien
(DU145 mock) und Bax-haltigen DU145-Zellen mit dem neuartigen Eisen-haltigen Nukleosidanalogon N69
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Abb. 7a: Dargestellt ist die Abhéngigkeit der Apoptoseinduktion von der Caspase-3-Expression in Mamma-
Karzinom-Zellen (MCF-7) nach Behandlung mit verschiedenen herkommlichen Zytostatika. A zeigt die
Apoptoseinduktion, welche via Durchflusszytometrie als DNA-Fragmentierung gemessen wurde. B stellt die
Zytotoxizitit in Form von Freisetzung von zelluldrer Lactatdehydrogenase dar, welche photometrisch gemessen

wurde.
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Herkommliche Zytostatika induzieren Apoptose in malignen Zellen in deutlicher
Abhingigkeit von der Caspase-3-Expression (Abb. 7a), da Caspase-3 ein wichtiges
Zwischenglied der intrinsischen sowie extrinsischen Signalkaskade ist (Abb. 6). Das Eisen-
haltige Nukleosidanalogon N69 (Abb. 7b) induziert Apoptose Caspase-3-unabhingig in

Mamma-Karzinomzellen.
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Abb. 7b: Die Apoptoseinduktion nach zytostatischer Behandlung mit dem Eisen-haltigen Nukleosidanalogon
N 69 ist unabhingig von der Caspase-3-Expression in Mamma-Karzinom-Zellen (MCF-7). A zeigt die
Zytotoxizitit in Form von Freisetzung der zelluldren Lactatdehydrogenase. B stellt die Apoptoseinduktion dar,
welche durchflusszytometrisch als DNA-Fragmentierung gemessen wurde. C zeigt den Nachweis der Caspase-3-
Expression via Westernblot-Technik.

pcDNA3

Es ldsst sich eindrucksvoll darstellen, dass das Eisen-haltige Nukleosidanalogon N 69 in der
Lage ist, die bei dem Rezidiv einer ALL im Kindesalter auftretenden Resistenzmechanismen
gegen herkdommliche Zytostatika wie die Verminderung der Bax/Bcl-2-Ratio und die fehlende
Caspase-3-Prozessierung zu iiberwinden.

Trotz der starken Apoptose-Induktion in Tumor- und Leukédmiezellen zeigt sich bei den
Eisen-haltigen Nukleosidanaloga (Fe-Nuk) eine eindrucksvolle Selektivitit in der
zytostatischen Wirkung im Vergleich der Toxizitét bei gesunden Zellen. Wie in Abbildung 7

gezeigt wird, werden primédre Lymphozyten im Vergleich zu den Tumorzellen (BJAB-Zellen
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= Burkitt like lymphoma cells) nur wenig geschidigt (etwa nur 25 % nach einer Behandlung
tiber 48 h mit 20 uM Fe-Nuk), wihrend nach nur zwei Tagen Behandlung mit Eisen-haltigen
Nukleosidanaloga (hier Verbindung N69) bereits 98 % der Leukimiezellen gestorben sind.

& & & &
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Abb. 8: Dargestellt ist die Viabilitit (lebende Zellen in %) von Burkitt-Lymphom-Zellen (BJAB = schwarze
Balken) und priméren Leukozyten (weifle Balken) unter Behandlung mit dem Eisen-haltigen Nukleosidanalogon
N 69 (Konzentration 15, 20, 25 umol/l) iiber 48 h nach Annexin/PI-Doppelfiarbung (med = unbehandelte Zellen,
EtOH = Zellen, die nur mit dem Losungsmittel Ethanol behandelt wurden). Es zeigt sich eine hohe Selektivtit
der Wirkung von N 69 gegen maligne Zellen (BAJB).

Die hier vorgestellten in vitro-Daten werden durch die Beobachtung erginzt, dass sich eine

niedrige in vivo-Toxizitédt der Eisen-haltigen Nukleoside (Fe-Nuk) bei Miusen zeigt.

Die Apoptoseinduktion der neuartigen Eisen-haltigen Nukleosidanaloga ist mechanistisch
eingehend untersucht worden. Es konnte gezeigt werden, dass der Zelltod {iiber die

mitochondriale Signalkaskade verlauft.
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Abb. 9: Ein deutlicher Anstieg von Lymphomzellen (BJAB-Zellen) mit vermindertem mitochondrialem
Membranpotential bis iiber 90% nach Behandlung mit dem Eisen-haltigen Nukleosidanalogon N 69
(Konzentration 10, 20, 50 wmol/l) iiber 48 h (Messung via JC-1-Assay) zeigt die Beteiligung der Mitochondrien
bei der Induktion der Apoptose (KM: unbehandelte Zellen, DMSO: Losungsmittel-Kontrolle).
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Ferner konnte eine synergistische Wirkung der Eisen-haltigen Nukleosidanaloga mit
herkdmmlichen Zytostatika nachgewiesen werden.

Kombination N69 mit Doxorubicin auf BJab mock
DNA-Fragmentierung nach 72 h
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Abb. 10: Das Eisen-haltige Nukleosidanalogon N69 zeigt beziiglich der Apoptoseinduktion eine Synergie mit
herkommlichen Zytostatika wie Doxorubicin (+ 15%) und Vincristin (+ 42%). Gemessen wurde die DNA-
Fragmentierung via Durchflusszytometrie in niedrigen Wirkungskonzentrationen an Lymphomzellen (BJAB),
um die Synergie verdeutlichen zu konnen. Den stirksten Synergieeffekt (+ 364%) zeigt N69 mit dem
Stilbenanalogon Piceatannol, einem Wirkstoff aus dem Rotwein, der sich in der préklinischen Testphase
befindet.
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Aufgrund der sehr viel versprechenden priklinischen in vitro- und ex vivo-Daten der Eisen-
haltigen Nukleosidanaloga beziiglich Wirkungsweise, Selektivitit, Resistenziiberwindung und
Synergieeffekten mit herkdmmlichen Zytostatika haben wir uns der Suche nach dem Target
dieser neuartigen Wirkstoffklasse zugewandt. Mit der Identifikation des Targets hitte man
freien Zugang zur Optimierung einer neuen Generation von Zytostatika.

Zunichst wurde via Fluoreszenzmikroskopie von mit dem Fluoreszenz-markierten Fe-Nuk
HIHA 578 inkubierten Lymphomzellen (BJAB) nachgewiesen, dass die Eisen-haltigen
Nukleosidanaloga sich im Zytoplasma der malignen Zelle anreichern. Somit kann das Target
der Fe-Nuk nicht die DNA im Zellkern sein, welche das Target der bisher einzigen in der
Therapie maligner Erkrankungen verwendeten Ubergangsmetallkomplexe Cisplatin,
Carboplatin und Oxaliplatin ist (Kelland).

B

Abb. 11:  A: Lymphomzellen (BJAB) in der Phasenkontrastaufnahme nach Inkubation mit dem
fluoreszierenden Fe-Nuk HIHA 578 {iber 12 h. B: Fuoreszenzmikroskopische Aufnahme derselben Zellen unter
denselben Bedingungen. Man erkennt deutlich die Anreicherung des Fe-Nuk im Zytoplasma, wéhrend der
Zellkern ausgespart bleibt.

Zurzeit wird das Target via Immunprézipitation (Ljubimova et al., Ge et al., Zhang et al.,
Fujita et al., Low et al.) mit dem Fe-Nuk N 69 gesucht, an welches iiber einen Linker Biotin
gekoppelt ist. Fiir die Prazipitation wird Streptavidin-beschichtete Agarose verwendet. Das
erhaltene Targetprotein soll zunéchst elektrophoretisch aufgereinigt und dann mittels
MALDI-TOF-Massenspetroskopie nachgewiesen werden.

Erste funktionelle Daten der Eisen-haltigen Nukleosidanaloga (Fe-Nuk) haben wir mittels
Genexpressionsanalyse erhalten. Es konnte gezeigt werden, dass durch Inkubation von
Lymphomzellen (BJAB) mit N 69 {iber 16 h die m-RNA des Proteins Harakiri 40-fach
iiberexprimiert und die m-RNA von X/AP um den Faktor 16 (auf 6.1 %) herunterreguliert
wird. Harakiri bindet an Bcl-2 und verhindert so die antiapoptotische Wirkung von Bcl-2 in
malignen Zellen. Hierdurch erklért sich auch die Bax-unabhigige Apoptoseinduktion von N
69, da bei so hohen Harakiri-Spiegeln Bax als Gegenspieler von Bcl-2 fiir die
Apoptoseinduktion offensichtlich nicht mehr bendtigt wird. XIAP ist das potenteste
antiapoptotische Protein der Familie der inhibitors of apoptosis (IAP), welches die Apoptose
durch Inhibition der Caspase-3, -7 und -9 stoppt. Durch ein Herunterregulieren von XIAP ist
die #uBerst starke Apoptoseinduktion in malignen Zellen sowie die Uberwindung von
Zytostatika-Resistenzen erklirbar.
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6. Ferrocenyl-Nukleosidanaloga

Aufgrund von Problemen der Loslichkeit der Fe-Nuk fiir die intravendse und intraperitoneale
Applikation bei in vivo-Experimenten, ist versucht worden, Magensédure-stabile Derivate zu
entwickeln, welche auch oral appliziert werden kdnnen. So haben wir in Kooperation mit der
AG Schmalz (Universitit zu Koln) die Ferrocenyl-Nukleosidanaloga entwickelt [S]. Der

Ferrocenyl-Komplex ist bei pH=1 {iber mehrere Stunden chemisch stabil.

NB

=
&

Abb. 12 Grundstruktur der neuartigen Ferrocenyl-Nukleosidanaloga (Fc-Nuk). NB ist eine Nukleobase und R
ist eine beliebige organische Struktur

Das im folgenden beschriebene Ferrocenyl-Nukleosidanalogon (Fc-Nuk) PJ 184 ist eine

Leitstruktur dieser neuen Wirkstoffklasse und besitzt die Struktur:
NB = Cytosin und R = >\

Die LCsp von PJ 184 in Lymphomzellen (BJAB) betrdgt 30 umol/l. Zur Zytotoxizititstestung
ist der DiSC-Assay verwendet worden (Bosanquet et al., Kaspers et al.), eine {ibliche Methode
bei der in vitro-Zytostatika-Resistenz-Testung. PJ 184 ist einer der wirksamsten Vertreter

dieser Zytostatikagruppe.
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3. James, P., Prokop, A.*, Neudorfl, J., Eilmann, M., Jesse, P., Henze, G., and
Schmalz*, H.-G., Enantioselective Synthesis of Ferrocenyl Nucleoside Analogs with

Apoptosis-Inducing Activity, Org. Lett., 2006, 13: 2763-2766
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PJ 184 ist in der Lage, in Melanomzellen (MelHO-Zellen), die wegen einer 30-fachen Bcl-2
Uberexpression resistent gegeniiber herkdmmlichen Zytostatika sind, signifikant Apoptose zu

induzieren.
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Abb. 13: Das Ferrocenyl-Nukleosidanalogon PJ 184 induziert im Gegensatz zum herkommlichen
Nukleosidanalogon 5-Fluoruracil und dem Anthrazyklin Doxorucin unabhidngig von einer 30-fachen
Uberexpression des antiapoptotischen Proteins Bcl-2 Apoptose in Melanomzellen (MelHO-Zellen). Gemessen
wurde die DNA-Fragmentierung via Durchflusszytometrie. Dargestellt ist der Mittelwert von Dreifachwerten,
wobei die Fehlerbalken die Standardabweichung zeigen.

Die Apoptoseinduktion erfolgt iiber die intrinsische Signalkakade. Die Beteiligung der
Mitochondrien ldsst sich mit dem JC-1-Assay nachweisen [14], wobei in malignen Zellen eine

Erniedrigung des mitochondrialen Membranpotentials nachweisbar ist.
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Abb. 14: Ein deutlicher Anstieg von Lymphomzellen (BJAB-Zellen) mit vermindertem mitochondrialem
Membranpotential von 0% bis iiber 70% nach Behandlung mit dem Eisen-haltigen Nukleosid-Analogon PJ 184
(Konzentration 10, 15, 20, 30 umol/l) iiber 48 h (Messung via JC-1-Assay) zeigt eine Apoptoseinduktion iiber
die mitochondriale Signalkaskade. Dargestellt ist der Mittelwert von Dreifachwerten, wobei die Fehlerbalken die
Standardabweichung zeigen.
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Mit Westernblot-Technik lésst sich zeigen, dass die Ferrocenyl-Nukleosid-Analoga (Fc-Nuk)
iiber die klassische mitochondriale Apoptose-Signalkaskade den Tod maligner Zellen
induzieren konnen. Es kommt zunichst zu einer Prozessierung der Caspase-9, welche

ihrerseits die Prozessierung der Caspase-3 bewirkt [8] (Essmann).

PI184 PI186 PI272
DM  Epm 50 30 20

ProCaspased- e s
acitve CO- [ S —
active C3 -

w—

Abb. 15: Die Ferrocenyl-Nukleosidanaloga (hier: PJ 184, PJ 186 und PJ 272) induzieren Apoptose iiber die
mitochondriale Signalkaskade. Man erkennt mittels Westernblot-Technik die Prozessierung der Caspase-9.
Unbehandelte Lymphomzellen (BJAB) sind die Null-Kontrolle (DM), wihrend Epirubicin (Epi) als Positiv-
Kontrolle dient. Man erkennt die Banden der aktivierten Caspase-9 und Caspase-3.

Dennoch kann die zytostatische Wirkung von PJ 184 im Gegensatz zu herkommlichen
Zytostatika, wie z. B. Doxorubicin, durch Behandlung mit einem Pancaspase-Inhibitor nicht
signifikant gechemmt werden.
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Abb. 16: Die durch das Ferrocenyl-Nukleosidanalogon PJ 184 (15 umol/l) induzierte Apoptose wird im
Gegensatz zu der Apoptoseinduktion durch das Anthrazyklin Doxorubicin (2.5 umol/lI) durch den Pancaspase-
Inhibitor ZVAD-FMK (100 umol/l) in Lymphomzellen (MelHO-Zellen) nicht signifikant inhibiert. Gemessen
wurde die DNA-Fragmentierung via Durchflusszytometrie. Dargestellt ist der Mittelwert von Dreifachwerten,
wobei die Fehlerbalken die Standardabweichung zeigen.

Das bedeutet, dass die Caspasen fiir den Fc-Nuk-vermittelten Zelltod zwar von der malignen
Zelle verwendet werden, nicht aber zwingend hierfiir notwendig sind. Somit kdnnen die Fc-
Nuk Zytostatika-Resistenzen von malignen Zellen, die durch Mangel oder Abwesenheit von
Caspasen oder Caspasenprozessierung hervorgerufen sind, iiberwinden.
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Abb. 17: Das Ferrocenyl-Nukleosidanalogon PJ 184 induziert Apoptose in humanen Lymphomzellen (BJAB).
Man erkennt mittels Westernblot-Technik die Spaltung von PARP. Unbehandelte Lymphomzellen weisen keine
Prozessierung von PARP auf. Die 85-kDa-Bande fehlt hier. Der Nachweis von -Actin dient zur Kontrolle des
Proteingehalts der einzelnen Proben.

Die Spaltung von Poly-ADP-Ribose-Polymerase (PARP), welches ein wichtiges Enzym zur
Reparatur von DNA ist, gilt als eindeutiges unumkehrbares Signal der irreversiblen
Apoptoseinduktion in der Zelle. Wenn PARP prozessiert ist, stirbt die Zelle via Apoptose. In
Abb. 16 ist mit dem Auftreten der 85-kDa-Bande die PARP-Prozessierung und somit die
Apoptoseinduktion nach Behandlung der Lymphomzellen mit PJ 184 eindeutig zu erkennen.

Die Ferrocenyl-Nukleosidanaloga sind in der Lage, auch ex vivo Resistenzen von primédren
Leukémiezellen gegen herkdmmliche Zytostatika, wie z. B. gegen Anthrazykline zu
iiberwinden. Da Anthrazykline in der Therapie des Rezidivs der ALL im Kindesalter von
groBer Bedeutung sind, konnte eine kiinftige klinische Anwendung der Fc-Nuk die
Behandlung dieser Erkrankung deutlich verbessern.
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Abb. 18: Das Ferrocenyl-Nukleosidanalogon PJ 184 induziert in primdren Lymphoblasten eines Patienten mit
einem Rezidiv einer ALL, welche resistent gegeniiber Anthrazyklinen (Dauno-, Doxo-, Epi- und Idarubicin) ist,
signifikant Apoptose, wihrend herkommliche Zytostatika wie Vincristin, Cytarabin, Cladribin und Fludarabin
und Etoposid hier nur eine geringe Zytotoxizitit zeigen. Alle Zytostatika sind in der LCy, eingesetzt worden, die
zuvor in Zelllinien ermittelt worden ist. Gemessen wurde die DNA-Fragmentierung via Durchflusszytometrie.
Dargestellt ist der Mittelwert von Dreifachwerten, wobei die Fehlerbalken die Standardabweichung zeigen.

Auch in multiresistenten Leukdmiezellen primédr erkrankter ALL-Patienten zeigt sich ex vivo
eine statistisch signifikante Uberlegenheit der Fc-Nuk gegeniiber den herkémmlichen in der

Therapie verwendeten Zytostatika in der Apoptoseinduktion.
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Das Eisen-haltige Nukleosidanalogon PJ 184 induziert signifikant (p < 0.001) Apoptose in

multiresistenten primdren Leukdmiezellen (13 Patienten). Alle verwendeten Zytostatika sind in der
Konzentration der zuvor in Zelllinien ermittelten LC 50 eingesetzt worden.

Dabei ist die unerwiinschte Nebenwirkung der Schiddigung von primdren humanen

Leukozyten durch Eisen-haltige Nukleosidanaloga via Apoptoseinduktion im Bereich der

tiblichen Zytostezlgika, die fiir die Therapie maligner Erkrankungen eingesetzt werden.
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Abb. 20: Die unerwiinschte Nebenwirkung der Apoptoseinduktion in primiren Leukozyten durch das Eisen-
haltige Nukleosidanalogon PJ 184 befindet sich im Bereich der herkdmmlichen in der Therapie maligner
Erkrankungen verwendeten Zytostatika. Es sind Leukozyten von 13 gesunden Testpersonen untersucht worden.
Alle verwendeten Zytostatika sind in der Konzentration der zuvor in Zelllinien ermittelten LC 50 eingesetzt

25
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Erste in vivo-Experimente in SCID-Méusen zeigen eine gute Vertrdglichkeit der Ferrocenyl-
Nukleosidanaloga (Fc-Nuk) bei intraperitonealer und oraler Applikation. Allerdings wird
dabei bisher kein ausreichender Serumspiegel von Fc-Nuk erreicht, der eine signifikante anti-
Tumor- oder antileukdmische Wirkung bewirken konnte. Deshalb wird zurzeit eine geeignete
Formulierung fiir den Wirkstoff gesucht. Hierflir geeignet zu sein scheinen Liposomen

(Ichihara et al.) oder Nanopartikel.

7. Carbonyl-substituierte Titanocene

Eine weitere neu entdeckte hochwirksame biometallorganische Wirkstoffklasse ist die der
Carbonyl-substituierten Titanocene (C-Ti), welche in zwei unterschiedliche Gruppen

unterteilt werden kann, die der Amide (A) und die der Ketone (B) [6, 7].

Abb. 21: Struktur der Carbonyl-substituierten Titanocene, wobei Ti 8 ein Vertreter der Amide ist und IW 283 in

die Gruppe der Ketone gehort.

Die Carbonyl-substituierten Titanocene zeichnen sich durch eine ausgeprigte

Proliferationshemmung in malignen Zellen aus.

vitale Zellen ]

Ko DMSO 05 1 5 10 15 20
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Abb. 22: Proliferationshemmung in Lymphomzellen (0.6 x 10° BJAB-Zellen/ml) durch IW 283 in
verschiedenen Konzentrationen nach 24 h. Die unbehandelten Lymphomzellen (K, und DMSO) sind nach 24 h
proliferiert (2.4 x 10° Zellen/ml), wihrend IW 283 ab einer Konzentration von 5 umol/I die Proliferation von
BJAB-Zellen signifikant (bis zu 100 % ab 15 umol/l IW 283) inhibiert.
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4, Prokop, A., Selig, A., Franke, D., Gansduer, A.; Carbonyl-substituierte Titanocene,
17.11.2006, German patent DE 10 054 690.3-44; 19.11.2007, PCT/EP2007/062511;
19.11.2007, US 11/942,659
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5. Gansduer, A., Winkler, I., Worgull, D., Lauterbach, T., Franke, D., Selig, A., Wagner,
L., Prokop, A.; Carbonyl-substituted Titanocenes: A novel class of cytostatic compounds

with high antitumor and antileukemic activity. Chemistry Eur. J., 2008,14: 4160-4163
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Auch die Wirkung der Carbonyl-substituierten Titanocene (C-Ti) erfolgt iiber
Apoptoseinduktion [6, 7] via der mitochondrialen Signalkaskade. Die irreversible Induktion
der Apoptose kann durch Messung der DNA-Fragmentierung mittels Durchflusszytometrie

nachgewiesen werden [4, 10, 12, 13, 14, 15, 16].

Abb. 23: Das Carbonyl-substituierte Titanocen Ti 8 induziert Apoptose in primédren Lymphoblasten eines
Patienten mit einem Rezidiv einer ALL, welche resistent gegeniiber herkommlichen Zytostatika wie
Daunorubicin, Doxorubicin, Epirubicin, Idarubicin, Vincristin, Cytarabin, Fludarabin und Etoposid sind. Alle
Zytostatika sind in der LC50 eingesetzt worden, die zuvor in Zelllinien ermittelt worden ist. Gemessen wurde die
DNA-Fragmentierung via Durchflusszytometrie.

Die C-Ti sind in der Lage, ex vivo in primiren Lymphoblasten Resistenzen gegen
herkdmmliche Zytostatika zu iiberwinden und in den Leukdmiezellen signifikant Apoptose
auszulosen.  Bei der Fluoreszenz-mikroskopischen Untersuchung der fluoreszierenden
Verbindung IW 293 zeigt sich, dass sich C-Ti im Gegensatz zu den in der Therapie maligner
Erkrankungen verwendeten Platinverbindungen im Zytoplasma der Zelle anreichern. Auch

hier ist also nicht die DNA das Target des Wirkstoffs.
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Abb. 24: Fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen an Lymphomzellen (BJAB) zeigen nach Inkubation iiber
24 h mit dem fluoreszierenden Titanocen IW 293 eine Anreicherung der Substanz in Kompartimenten des
Zytoplasmas von Lymphomzellen (BJAB). Der Zellkern bleibt deutlich ausgespart.

Bei dem Vergleich der Zytotoxizitdt der C-Ti im Vergleich zu primédren Leukozyten zeigt sich
eine ausgeprigte Selektivitit gegeniiber malignen Zellen.
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Abb. 25: Viabilitit von priméren humanen Leukozyten bleibt im Vergleich zu der von Lymphomzellen (BJAB)
und Leukdmiezellen (Nalm-6) nach Behandlung mit Ti 8 iiber 24 h nahezu unbeeintrichtigt. Eine selektive

Wirkung von Ti 8 gegen maligne Zellen ist deutlich erkennbar. Gemessen wurde die Viabilitdt im Casy cell

counter.
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Erste in vivo-Experimente bei SCID-Miusen mit einem humanen Lymphom (BJAB-Zellen)
zeigen bei oraler Applikation als Mikrokristallsuspension in Olivendl iiber nur 5 d eine gute
Vertriglichkeit bis zu einer Dosis von 50 mg/kg KG und eine signifikante Inhibition des
Tumorwachstums (Abb. 26).
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Abb. 26: Ti 8 wurde SCID-Méusen mit einem humanen Lymphom (BJAB-Zellen) in der Leistenregion
(Kontrollgruppe: n = 10, Tumorgruppe: n = 6) als Mikrokristall-Suspension in Olivendl 1 x tgl. 50 mg/kg KG
von Tag 14 bis Tag 18 oral appliziert. Die schwarze Kurve zeigt das Tumorwachstum der nur mit reinem
Olivendl behandelten Tiere (Kontrollgruppe). Die rote Kurve zeigt eine signifikante Verlangsamung des
Tumorwachstums (Man-Whitney-U-Test) bei Therapie mit TI 8.

Bei humanen Lymphomzellen (BJAB), welche in vitro Resistenzen gegen Doxorubicin
erlangt haben, konnte gezeigt werden, dass Carbonyl-substituierte Titanocene (C-Ti) diese

Resistenzen tiberwinden und die malignen Zellen in die Apoptose treiben konnen.

o Bjab ® 7CCA
100
80
65,68
0
H
£ 60
g
2
®
4?9
40
19,30 18,89
20 Al
716 821
2,13 84
0,000,00 £70,00 J: 0 00
0 £09 T T 2 T E— T

T T T
Ko Dmso  Dox0 0,005 Doxo0,01 Doxo0,05 TB40pM  TB60uM  TBBOUM T8 100uM
Konzentration

Abb. 27: Mit Ti 8§ wurden humane Lymphomzellen (BJAB-Zellen = hellblaue Balken) und Lymphomzellen
(BJAB 7CCA), die gegen Doxorubicin eine Resistenz erworben haben (dunkle Balken), {iber 72 h behandelt.
Dann wurde durchflusszytometrisch die Apoptoseinduktion gemessen. Es zeigt sich dass Ti 8 in den
Doxorubicin-resistenten Lymphomzellen signifikant Apoptose induziert. Dargestellt ist der Mittelwert von
Dreifachwerten, wobei die Fehlerbalken die Standardabweichung zeigen.
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Ebenso werden durch C-Ti in vitro-Resistenzen gegen Vincristin in humanen Leukémiezellen

(Nalm-6) iiberwunden.

A

B Naim 6 Ver res. Naim6

apoptosis after 72 hrs [%]

3,99 343

Ko DMSO Ver 5nM Ver20nM TB 40uM TB 60uM
concentration

B Naim 6_m Ver res. Namé

96,1896,53

apoptosis after 72 hrs [%]

3,38 3,06
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Abb. 28: Mit Ti 8 (A) bzw. Ti 283 (B) wurden humane Leukdmiezellen (Nalm-6-Zellen = hellblaue Balken)
und Nalm-6-Zellen-mit Vincristin-Resistenz (dunkle Balken) iiber 72 h behandelt. Dann wurde die
Apoptoseinduktion via DNA-Fragmentierung durchflusszytometrisch gemessen. Es zeigt sich dass Ti 8 in
Vincristin-resistenten Lymphomzellen signifikant Apoptose induziert. Dargestellt ist der Mittelwert von
Dreifachwerten, wobei die Fehlerbalken die Standardabweichung zeigen.

Die C-Ti wirken in vitro (Nalm-6-Zellen) synergistisch mit den herkdmmlichen Zytostatika
Vincristin, Doxorubicin und Cytarabin, welche in der Therapie der Therapie-resistenten ALL

oder der des Rezidivs der ALL im Kindesalter verwendet werden.
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Abb. 29: Das C-Ti Ti 8 zeigt beziiglich der Apoptoseinduktion eine Synergie mit herkommlichen Zytostatika
wie Vincristin (A: + 78%). Doxorubicin (B: + 158%) und Cytarabin (C: + 238%). Gemessen wurde die DNA-
Fragmentierung via Durchflusszytometrie in niedrigen Wirkungskonzentrationen an Leukédmiezellen (Nalm-6),
um die Synergie verdeutlichen zu konnen.

Auch mit biometallorganischen Wirkstoffen anderer Zytostatikagruppen gibt es deutliche
Synergie-Effekte der Carbonyl-substituierten Titanocene (C-Ti), wie hier mit dem Eisen-
haltigen Nukleosidanalogon N69. Das deutet darauf hin, dass C-Ti und Fe-Nuk an

unterschiedlichen Targets der Zelle binden miissen.

100 §

apoptosis [%]

Abb. 30: Das C-Ti IW 283 zeigt beziiglich der Apoptoseinduktion eine Synergie mit dem Eisen-haltigen
Nukleosidanalogon N 69 (+ 183%). Gemessen wurde die DNA-Fragmentierung via Durchflusszytometrie in
niedrigen Wirkungskonzentrationen an Leukdmiezellen (Nalm-6), um die Synergie verdeutlichen zu konnen.
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8. Kupfer-Organokomplexe

Vor kurzem haben wir eine neue biometallorganische Wirkstoffklasse von Kupfer-
Organokomplexen (Cu-K) entdeckt [17], die erstaunliche antileukdmische und anti-Tumor-
Eigenschaften besitzt. Aus Patent-rechtlichen Griinden kdnnen hier nur einzelne Daten ohne
die Strukturen der Wirkstoffe gezeigt werden. Sie wirken ebenfalls iiber die intrinsische
Apoptoseinduktion in der malignen Zelle und iiberwinden eine Daunorubicin- und

Doxorubicin-Resistenz in primiren Lymphoblasten ex vivo.

DNA-Fragmentierung [%]

30

0 01
We G2 Briroswe BP Al i kompi A

Abb. 31: Der Kupfer-Komplex A induziert Apoptose in primdren Lymphoblasten eines Patienten mit einem
Rezidiv einer ALL, welche resistent gegeniiber Daunorubicin und Doxorubicin ist. Die Apotoseinduktion durch
Komplex A ist deutlich hoher als die durch die herkommlichen Zytostatika Cytarabin, Cladribin, Etoposid,
Fludarabin und Idarubicin induzierte Apoptose. Alle Zytostatika sind in der LC50 eingesetzt worden, die zuvor
in Zelllinien ermittelt worden ist. Gemessen wurde die DNA-Fragmentierung via Durchflusszytometrie.

Die Kupfer-Organokomplexe zeigen Synergien mit herkdmmlichen Zytostatika wie Cytarabin

in Lymphomzellen (BJAB).

L B

S 1209

ST I 129 %

c

2 30,8

30 oo s

(=

o

% 20 e

'-': 12,3

< 10 9 .

z 13,5

a 1,2

0 E—

Komplex A Cytarabin Komplex A (2 uM)
2 uM SuM + Cytarabin (5 uM)

Abb.: 32 Komplex A zeigt beziiglich der Apoptoseinduktion eine Synergie mit Cytarabin in Lymphomzellen
(+ 129%). Gemessen wurde die DNA-Fragmentierung via Durchflusszytometrie in niedrigen Wirkungs-
Konzentrationen, um die Synergie verdeutlichen zu kénnen.
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In vivo ist eine signifikante Inhibition des Tumorwachstums nach oraler Therapie mit Kupfer-
Komplex A iiber nur 5 Tage nachweisbar, wobei die Vertrdglichkeit gut war und mit
Ausnahme eines transienten minimalen Gewichtsverlusts der Tiere keine Nebenwirkungen

beobachtet wurden.
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Abb. 33: Komplex A wurde SCID-Miusen mit einem humanen Lymphom (BJAB-Zellen) in der Leistenregion
(Kontrollgruppe: n = 10, Tumorgruppe: n = 6) als Mikrokristall-Suspension in Olivenél 1 x tgl. 10 mg/kg KG
von Tag 14 bis Tag 18 oral appliziert. Die schwarze Kurve zeigt das Tumorwachstum der nur mit reinem
Olivendl behandelten Tiere (Kontrollgruppe). Die rote Kurve zeigt eine signifikante Verlangsamung des
Tumorwachstums (Man-Whitney-U-Test) bei Therapie mit Komplex A.

9. Zusammenfassung und Ausblick

Bisher existieren als Metall-haltige Zytostatika zur Chemotherapie lediglich drei Platin-
Komplexe, von denen Cisplatin ein anorganisches Salz und Carboplatin bzw. Oxaliplatin
metallorganische Komplexverbindungen sind. Obwohl diese Wirkstoffe bei der Therapie
solider Tumore wie Neuroblastom, Osteosarkom atypischer Rhabdoidtumore oder diverser
Hirntumore eine wichtige Rolle spielen, werden sie bis heute nicht in der antileukdmischen
Therapie im Kindesalter verwendet. Die Wirkung entfalten die Platin-Verbindungen {iiber

Bindung an die DNA im Zellkern der malignen Zelle.

Die vorgelegte Habilitionsschrift beschreibt vier neuartige biometallorganische
antileukdmische bzw. anti-Tumor-Wirkstoff-Klassen, welche in der Lage sind, in vitro und ex
vivo Resistenzen von Leukdmie- und Tumorzellen gegeniiber herkdmmlichen in der Therapie
eingesetzten Zytostatika zu liberwinden und die malignen Zellen in die Apoptose treiben.
Diese konnen bei der Apoptoseinduktion die bei dem Rezidiv der ALL im Kindesalter in den
Lymphoblasten auftretenden Apoptosedefekte umgehen. Es handelt sich dabei um
metallorganische Komplexverbindungen (small molecules), welche andere Ubergangsmetalle

als Platin im Zentrum enthalten: FEisen-haltige Nukleosidanaloga (Fe), Ferrocenyl-



108

Nukleosidanaloga (Fe), Carbonyl-substituierte Titanocene (Ti) und Kupfer-Organokomplexe
(Cu).

Die FEisen-haltigen Nukleosidanaloga (Fe-Nuk) wirken iiber eine Induktion des Proteins
Harakiri, welches an das antiapoptotische Protein Bcl-2 bindet und damit dessen Wirkung
neutralisiert. Ferner wird durch Fe-Nuk die Expression des wichtigsten Apoptoseinhibitors
XIAP herunterreguliert. Das fiihrt zu einer Sensibilisierung der malignen Zelle gegen
herkommliche Zytostatika. Deshalb lassen sich in vitro zahlreiche Synergien der Fe-Nuk mit
iiblichen Zytostatika nachweisen. Apoptosedefekte in primdren Lymphoblasten des ALL-
Rezidivs im Kindesalter, wie Erniedrigung der Bax/Bcl-2-Ratio und Verlust des spontanen
Caspase-3-Prozessings werden durch Fe-Nuk iiberwunden. Fe-Nuk koénnen ebenso wie
Ferrocenyl-Nukleosidanaloga (Fc-Nuk) nicht in die DNA eingebaut werden und reichern sich
im Zytoplasma der malignen Zelle an. Die Fc-Nuk sind im Gegensatz zu den Fe-Nuk
Magenséure-resistent, so dass diese auch oral appliziert werden konnen. /n vivo sind die Fc-
Nuk bei oraler Applikation gut vertrdglich. Zurzeit wird an der Optimierung der Formulierung
gearbeitet. Ferner suchen wir mittels Immunpréizipitation und anschlieBender MALDI-TOF-

Massenspektroskopie das Target der beiden Wirkstoffklassen.

Die Carbonyl-substituierten Titanocene (C-Ti) iiberwinden in vitro und ex vivo zahlreiche
Resistenzen maligner Zellen gegeniiber herkdmmlichen Zytostatika. Ferner existieren
zahlreiche Synergien sowohl mit iiblichen Zytostatika als auch mit Vertretern anderer von uns
neu entwickelter biometallorganischer Wirkstoftklassen. Zudem zeigt sich in vitro und ex vivo
eine ausgepragte Selektivitit der C-Ti gegeniiber malignen Zellen im Vergleich zu ruhenden
Zellen wie humanen Leukozyten. /n vivo ldsst sich eine signifikante Wachstumsinhibition

maligner Zellen durch C-Ti und eine gute Vertrdglichkeit bei oraler Applikation beobachten.

Die Kupfer-Organokomplexe (Cu-K) bilden die neueste Wirkstoffgruppe biometall-
organischer Verbindungen. Da das Europdische Patent erst im Jahr 2008 eingereicht worden
ist und das Einreichen dieser Habilitationsschrift in die Frist des Prioritdtsjahres féllt, konnen
zu diesem Zeitpunkt nur Ausziige der Daten mitgeteilt werden. Es handelt sich hierbei um
eine Wirkstoffklasse, die maligne Zellen mit hoher Selektivitit iiber die mitochondriale
Signalkaskade in die Apoptose treibt. Die Verbindungen wirken synergistisch mit
herkommlichen Zytostatika und Radiatio, wéihrend sie gesunde Zellen vor Bestrahlung zu
schiitzen vermogen. Die antileukdmische und anti-Tumor-Wirkung sowie die gute

Vertraglichkeit der Cu-K sind bereits in vivo nachgewiesen worden.
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Die neu entdeckten biometallorganischen Wirkstoff-Klassen zeigen eine Uberwindung der
Resistenzmechanismen in primdren Lymphoblasten der ALL im Kindesalter und in
verschiedensten primdren Kulturen humaner solider Tumore. Sie sind damit den
herkdmmlichen in der Therapie des ALL-Rezidivs verwendeten Zytostatika bei in vitro- und
ex vivo-Testungen deutlich iiberlegen. Erste in vivo-Untersuchungen in SCID-Médusen zeigen
eine deutliche Inhibition maligner Zellen und eine gute Vertriaglichkeit der Wirkstoffe. Alle
vier neuen biometallorganischen Wirkstoffklassen sind iiber Patente geschiitzt. Ziel ist es,
diese Komplexe unter Einbindung einer Firma zu zytostatischen Medikamenten weiter zu
entwickeln. Hierzu miissen die Wirkstoffe zunichst unter GMP-Bedingungen synthetisiert
und die priklinischen Untersuchungen vervollstindigt werden. Parallel miissen die Targets
identifiziert werden. Mit der Kenntnis der Targets wird sich ein vollkommen neues Feld
kiinftiger Zytostatika eroffnen, da die Variationsbreite allein schon wegen der Anzahl der
verschiedenen Ubergangsmetalle auBerordentlich groB ist. Wie durch die Untersuchungen an
verschiedensten resistenten Zelllinien vor allem auch solider Tumore zu erkennen ist, ist eine
kiinftige =~ Anwendung der biometallorganischen Zytostatika keinesfalls auf die
antileukdmische Therapie beschrinkt sondern bedeutet vielmehr einen Durchbruch in der
Chemotherapie, wo zurzeit mit Ausnahme der drei Platin-Komplexe nahezu ausschlielich

Naturstoffe und deren chemische Derivate [9, 11] verwendet werden.

Alle hier neu entdeckten biometallorganischen Wirkstoffklassen haben deshalb bei
verschiedenen Firmen Interesse geweckt. Somit kann davon ausgegangen werden, dass eine
Weiterentwicklung der Wirkstoffe angestrebt wird. Ein weiteres Modell zur Wirkstoft-
Weiterentwicklung ist die Ausgriindung einer eigenen Firma an der Charité Berlin, welche

zurzeit in Vorbereitung ist.
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