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1 Zusammenfassung

1.1 Abstract

Die akute lymphoblastische Leukdmie (ALL) ist die hdufigste maligne Erkrankung des
Kindesalters. Dank der Entwicklung hochwirksamer Chemotherapeutika in den letzten
Jahrzehnten, welche in variablen Kombinationstherapien zum Einsatz kommen, kdnnen
heutzutage iiber 80 % der Patienten langfristig geheilt werden. Dennoch erleiden bis zu 20%
der betroffenen Kinder im Laufe der Behandlung ein Rezidiv, welches hiufig wesentlich
schlechter auf die medikamentose Behandlung anspricht und mit einer deutlich schlechteren
Prognose einhergeht. Da das Ansprechen auf eine chemotherapeutische Behandlung und
somit der Therapieerfolg malgeblich durch die Entwicklung von zelluldren
Zytostatikaresistenzen limitiert wird, besteht ein dringender Bedarf an neuartigen
Chemotherapeutika, welche in der Lage sind, solche Resistenzen zu {iberwinden.

In der vorliegenden Arbeit wurden neuartige Metallkomplexe hinsichtlich ihrer zytotoxischen
Aktivitét, ihrer biologischen Wirkungsweise und insbesondere der Fahigkeit, Resistenzen
gegeniliber herkommlichen Zytostatika zu {iberwinden, untersucht: Das TitanocenY, der
Eisen-Komplex HUNI 068, sowie verschiedene Rhodium(III) wund Iridium(III)
Polypyridylkomplexe. Der Schwerpunkt der Dissertation liegt auf der Untersuchung der
biologischen Aktivitét des Titan-Metallkomplexes TitanocenY (T1Y).

Die Behandlung mit TitanocenY fiihrt in etablierten Tumorzelllinien von Leukidmie-,
Lymphom- und Melanomzellen zu einer Inhibition der Zellproliferation und induziert
konzentrationsabhingig im mikromolaren Bereich Apoptose, die in Lymphomzellen partiell
vom Todesrezeptor CD95 abhdngig ist. Mittels real-time PCR (polymerase chain reaction)
konnte eine signifikante Hochregulierung von Fas Ligand in den behandelten Zellen
festgestellt werden. TitanocenY induziert Apoptose unabhingig von der Expression von anti-
apoptotischem Bcl-2 (B-cell lymphoma 2 gene) und pro-apoptotischem SMAC (second
mitochondria-derived activator of caspases) und wirkt effektiv auf P-Glycoprotein
iiberexprimierenden multidrug-resistenten Zellen. In Kombination mit Vincristin konnten
synergistische Effekte beobachtet werden.

Insgesamt scheint TitanocenY ein vielversprechender Wirkstoff fiir die Therapie maligner
Tumorerkrankungen zu sein, insbesondere fiir die Behandlung von Tumoren, welche
aufgrund von zelluldren Resistenzmechanismen therapierefraktdr sind. Hinsichtlich der
beobachteten Synergie mit dem vielfach verwendeten Zytostatikum Vincristin konnte sich

TitanocenY zudem als Komponente einer Polychemotherapie eignen.



Despite the advantages in the outcome of patients with acute lymphoblastic leukemia, about
20% of the affected children suffer relapses. The response to chemotherapy is essentially
determined by cellular drug resistance. To increase the cure rate of relapsed malignancy,
drugs that are capable to overcome cell resistance to antineoplastic drugs are urgently needed.
The purpose of the present study was to investigate the ability of TitanoceneY, the iron
complex HUNI 068 and different Rhodium(IIl) and Iridium(Ill) complexes to overcome
resistance against conventional anti-cancer drugs and to identify the main mechanisms of
action. Focus of this work is the cytotoxic activity of TitanoceneY.

Treatment with TitanoceneY leads to an inhibition of tumour cell proliferation and induces
apoptosis in various established cell lines. The extrinsic pathway appears to be responsible, at
least in part, for TitanoceneY-induced cell death: TitanoceneY-mediated apoptosis is partly
inhibited in Fas-associated Death Domain protein- dominant negative (FADD-dn) BJAB cells
(lymphoma-cells), and via real-time PCR we found a significant up-regulation of Fas ligand
during TitanoceneY-induced cell death.

TitanoceneY induces apoptosis regardless of whether the malignant cells are expressing
elevated levels of anti-apoptotic B-cell lymphoma 2 gene (Bcl-2) and pro-apoptotic second
mitchondria-derived activator of caspases (SMAC) and is also effective on cells that are
multidrug resistant due to overexpression of P-glycoprotein (P-gp).

In combination with vincristine, impressive synergistic effects could be observed, exposing
TitanoceneY as a possible component for polychemotherapy.

Therefore, TitanoceneY turns out to be a promising candidate for anti-tumour therapy,

especially for the treatment of multidrug resistant malignancies.
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1.3 Einleitung

In den vergangenen 50 Jahren haben Fortschritte in der Behandlung der akuten
lymphoblastischen Leukdmie (ALL), der hiufigsten malignen Erkrankung im Kindesalter, zu
Langzeitiiberlebensraten von iiber 80% gefiihrt. Dennoch erleiden bis zu 20% der betroffenen
Kinder im Laufe der Therapie ein Rezidiv, welches u.a. aufgrund der Entwicklung von
zelluldren Zytostatikaresistenzen mit einer deutlich schlechteren Prognose einhergeht. '

Daher besteht ein Bedarf an neuartigen zytostatischen Substanzen, welche gut vertriglich sind
und die Fahigkeit besitzen, Resistenzen gegeniiber konventionellen Chemotherapeutika zu
iberwinden. Vor diesem Hintergrund wurden in der vorliegenden Arbeit das Benzyl-
substituierte Titanocen Bis-[(p-methoxybenzyl)cyclopentadienyl] titanium(IV) dichlorid
(TitanocenY), das Ferrocen HUNI 068 (Cs4H33FeNOg) sowie verschiedene Rhodium(III) und
Iridium(III) Polypyridyl Komplexe untersucht. Der Schwerpunkt der Dissertation liegt auf

Wirksamkeit und Wirkweise von TitanocenY.

1.3.1 Apoptose

Der Begriff Apoptose wurde erstmals im Jahre 1972 von Kerr, Wyllie und Currie
beschrieben.” Es handelt es sich um eine Form des programmierten Zelltods, die mit
charakteristischen morphologischen und biochemischen Verdnderungen einhergeht und
gewihrleistet, dass eine Zelle ohne Schadigung des Nachbargewebes zugrunde geht.
Apoptose spielt eine bedeutsame Rolle in einer Vielzahl biologischer Systeme. Sie ist u.a.
essentiell fiir die Gestaltgebung der Gewebe wihrend der Embryonalentwicklung, fiir die
Entwicklung des Immunsystems, fiir die Aufrechterhaltung des Gleichgewichts zwischen
Zellwachstum und Zelltod und fiir die Elimination entarteter Zellen aus dem Organismus.
Eine dysregulierte Apoptose ist in die Pathogenese zahlreicher Erkrankungen involviert und
kann sowohl zu Gewebeatrophie, als auch zu unkontrollierter Zellproliferation fithren.*
Apoptose kann iiber verschiedene Signalwege ablaufen. Die beiden meist erforschten sind der
extrinsische, Todesrezeptor-vermittelte und der intrinsische, mitochondriale Weg. Diese
Signalwege verlaufen unabhidngig voneinander, konvergieren jedoch bei bestimmten
Caspasen, welche beiden Signalwegen nachgeschaltet sind und letztlich zu dem kontrollierten
Absterben der Zelle fiihren.’

Der extrinsische Signalweg wird durch Bindung von Todesliganden (z.B. Fas Ligand) an ihre
spezifischen Rezeptoren auf der Zelloberfliche (Fas/CD95) eingeleitet. Fas Ligand ist ein
Zytokin, welches zu der TNF Familie gehort. Als Effektormolekiil hat es die Funktion,

virusinfizierte und entartete Zellen aus dem Organismus zu entfernen. Die Expression von Fas
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wird durch verschiedene Stressoren wie Exposition mit UV- und Gammastrahlung induziert.
Fas/CD95, der Rezeptor fiir Fas Ligand, ist ein Typl Membranprotein und Mitglied der TNF
Rezeptor Familie. Das Tumorsuppressor Protein p53 verstirkt die Expression von Fas.® Die
Bindung von Fas Ligand an Fas-exprimierende Zielzellen fiihrt zu einer Bindung von
spezifischen Adapter-Proteinen wie der Fas-assoziierten Todesdoméne (Fas-Associated
protein with Death Domain, FADD) und Caspase-8 in einen den Zelltod einleitenden Signal
Komplex (cell death-inducing signaling complex, DISC). In der Folge aktiviert sich die
inaktive Form von Caspase 8 durch Selbstspaltung und leitet die Proteasen Kaskade ein,
welche schlieBlich zur Apoptose fiihrt.”*°

Der intrinsische Signalweg wird durch zelluldren Stress, z.B. aufgrund von DNA- Schiden
oder Entzug von Wachstumsfaktoren, ausgeldst. Es kommt zu einer Permeabilitatssteigerung
der dufleren Mitochondrienmembran und zur Freisetzung von Cytochrom C und anderen
proapoptotischen Proteinen aus dem mitochondrialem Intermembranraum in das Zytoplasma.
Cytochrom C bildet mit Apaf-1, (d)ATP und Procaspase-9 das sog. Apoptosom, das die
Procaspase 3 in ihre aktive Form spaltet und damit zum Zelltod fiihrt. '

Weitere Apoptose- Signalwege umfassen u.a. eine Beteiligung des endoplasmatischen
Retikulums und kénnen auch unabhéngig von Caspasen ablaufen. '

Dem selektiven programmierten Zelltod Apoptose wird hdufig die unspezifische Nekrose
gegeniibergestellt. Wihrend Apoptose durch intrinsische Signale oder benachbarte Zellen
ausgelost wird, kommt es zur Nekrose v.a. durch irreparable Zellschddigung von auf3en,
wobei hidufig ganze Zellverbidnde betroffen sind. Ursachen konnen u.a. mechanische
Traumata, Ischimie, Toxine oder bakterielle Infektionen sein'®. Anders als Apoptose verlauft
Nekrose ATP- unabhédngig, und bei mangelhafter Energieversorgung konnen apoptotische
Zellen dazu tibergehen, den nekrotischen Zelltod zu durchlaufen.

Morphologisch kommt es bei der Nekrose zu einer Volumenzunahme von Organellen und
Zytoplasma und zu einem Anschwellen der Zelle. Die Zellmembran rupturiert und der
intrazelluldre Inhalt wird in den Extrazelluldrraum freigesetzt, wodurch eine inflammatorische
Reaktion ausgelost wird. Ablauf und Auftreten des nekrotischen Zelltods wurden viele Jahre
als gédnzlich unreguliert betrachtet, neuere Untersuchungen haben jedoch gezeigt, dass auch
der nekrotische Zelltod gewissen Kontrollmechanismen unterliegt. Der kontrollierte Ablauf
der Nekrose ist Thema aktueller Forschung und wird aufgrund von Gemeinsamkeiten mit der

Apoptose auch Nekroptose genannt. '* '



Neben den oben genannten sind weitere Formen des Zelltods bekannt (Zelllyse, Autophagie,
Pyroptose, mitotische Katastrophe u.a.); insgesamt werden Einteilung und Terminologie des
Zelltods in der Literatur nicht immer einheitlich gebraucht und kontrovers diskutiert. '*

Die medikamentdse Behandlung onkologischer Erkrankungen mit Zytostatika wird meist
durch Induktion von Apoptose in den malignen Zellen vermittelt."> Entartete Zellen sind
jedoch héufig in der Lage, sich iiber verschiedene Mechanismen dem Zelltod zu entziehen,

wodurch die eingesetzten Medikamente ihre Wirksamkeit verlieren konnen. '

1.3.2 Regulation der Apoptose und Entstehung von Zytostatikaresistenzen

Dysregulierte Apoptose spielt eine zentrale Rolle bei der Karzinogenese und der Entstehung
von zelluldren Resistenzen gegeniiber konventionellen Zytostatika. Die Regulation der
Apoptose findet auf molekularer Ebene durch verschiedene Proteine, wie z.B. pro- und
antiapoptotische Mitglieder der Bcl-2 Familie statt.'” Anti-apoptotisches Bcl-2 entfaltet seine
Wirkung, indem es mit anderen Mitgliedern derselben Genfamilie, wie dem pro-
apoptotischen Protein Bax, Dimere bildet. So schiitzt eine Uberexpression von anti-
apoptotischem Bcl-2 die Zelle vor apoptotischen Stimuli. Das Verhiltnis zwischen Bcl-2 und
Bax hat eine prognostische Aussagekraft bei der ALL: Eine Abnahme des Bax/Bcl-2
Quotienten korreliert mit einem schlechten Ansprechen auf die Chemotherapie.'®

Ein weiterer wichtiger Mechanismus der Entwicklung zelluldrer Zytostatikaresistenzen ist die
Expression von Membranproteinen aus der Familie der ATP binding cassette (ABC-)
Transporter (z.B. P-Glycoprotein). ABC-Transporter schiitzen die Zellen vor zytotoxischen
Substanzen, indem sie diese unter Energieverbrauch gegen den Konzentrationsgradienten in
den Extrazelluldrraum transportieren und somit eine intrazellulire Akkumulation
verhindern.”” Auf diese Weise kann eine Uberexpression von P-Glycoprotein (P-gp) zu einer
multiplen Medikamentenresistenz (MDR) gegeniiber strukturell unterschiedlichen Substanzen
wie Anthrazyklinen und Vinca-Alkaloiden fiihren.”' Im Falle der akuten lymphoblastischen
Leukdmie korreliert die Expression von P-gp negativ mit der Wahrscheinlichkeit einer

Remission und dem Ansprechen auf die initiale Therapie mit Steroiden.”

1.3.3 Ubergangsmetallkomplexe in der Therapie onkologischer Erkrankungen

Ubergangsmetallkomplexe spielen in der chemotherapeutischen Behandlung von
Tumorerkrankungen seit Jahrzehnten eine wichtige Rolle. Der bekannteste Vertreter dieser
Gruppe ist das Zytostatikum Cisplatin, welches bereits seit 1978 erfolgreich in der
Behandlung von Lungen-, Osophagus-, Hoden-, Eierstock- und Blasenkrebs sowie von

Tumoren im Kopf- und Halsbereich angewendet wird. Die ausgezeichnete Wirksamkeit von
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Cisplatin wird jedoch durch seine zahlreichen Nebenwirkungen und durch die Ausbildung
von Resistenzen limitiert, weshalb intensiv nach alternativen organometallischen Zytostatika
gesucht wird.

Neben den auf Platin basierenden Verbindungen gehdren eisen- und titanhaltige Substanzen
zu den meisterforschten Ubergangsmetallkomplexen. Die Eisenverbindung Ferrocen wurde
bereits 1951 als erste Substanz aus der Klasse der Ubergangsmetallkomplexe beschrieben.”*
Ferrocen ist eine thermisch und chemisch stabile, wenig toxische aromatische Verbindung,
welche iiber reversible Redoxeigenschaften verfiigt. Ferrocen und seine Derivate wurden in
zahlreichen in vitro und in vivo Studien untersucht, wobei sich hinsichtlich der Wirksamkeit
auf Tumorzellen vielversprechende Ergebnisse zeigten. Besonders hervorzuheben ist das
Tamoxifenanalogon Ferrcocifen, welches in klinischen Studien zur Behandlung von
Brustkrebserkrankungen erprobt wird.”> *® AuBerhalb der Krebsforschung werden
eisenhaltige organometallische Verbindungen u.a. auch zur Behandlung von Malaria
getestet.”” Der genaue Wirkmechanismus von Ferrocen ist bislang nicht vollstindig geklart.
Die erste titanhaltige organometallische Verbindung, fiir die eine ausgeprigte Anti-Tumor
Wirksamkeit nachgewiesen werden konnte, ist das Titanocen Dichlorid, {iber das erstmals

1979 berichtet wurde. 2

1.3.4 TitanocenY

Das p- Methoxybenzyl- substituierte TitanocenY stellt hinsichtlich seiner besseren
Loslichkeit in Wasser und groBeren hydrolytischen Stabilitit eine Weiterentwicklung des
Titanocen Dichlorids dar. In ex vivo Experimenten konnte fiir TitanocenY ein zytotoxischer
Effekt auf Zellen von Nieren-, Ovar-, Lungen- und Kolontumoren nachgewiesen werden,
welcher vergleichbar mit demjenigen von Cisplatin ist.>”* TitanocenY induzierte des
Weiteren Zelltod in primédren humanen Mammakarzinomzellen und fiihrte in einem MCF-7
(Mammakarzinomzelllinie) Xenograft-Modell in der Maus zu einer Reduktion des
Tumorwachstums. Alle Versuchstiere liberlebten die Behandlung, was auf eine geringe
Toxizitit des Wirkstoffes hinweist.*® In humanen Epidermoidkarzinomzellen fiihrte die
Exposition mit TitanocenY zu Caspase-3 und -7 abhéngiger Apoptose in vitro und hemmte
das Tumorwachstums in einem A431 (Epidermoidkarzinomzelllinie) Xenograft-Modell in
vivo. In derselben Untersuchung wurden A431 Tumorzellen mit Annexin V und
Propidiumjodid gefarbt, um friih- und spatapoptotische Zellen zu unterscheiden und Nekrose
auszuschlieBen. *' Untersuchungen mit einem Caki-1 (Nierenzellkarzinomzelllinie)
Xenograft-Modell in der Maus zeigten eine signifikante, dosisabhdngige Inhibition des

Tumorwachstums ohne schwere Nebenwirkungen innerhalb des nicht-toxischen
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Konzentrationsbereiches.’> Des Weiteren bewirkte die Behandlung mit TitanocenY eine

Angiogenesechemmung.*

1.3.5 Zielstellung

Ubergangsmetallkomplexe spielen seit Jahrzehnten eine bedeutende Rolle in der Therapie von
onkologischen Erkrankungen. Ihr Einsatz ist jedoch durch unerwiinschte Nebenwirkungen
und die Ausbildung von zelluldren Resistenzen limitiert. In der hier vorgestellten Arbeit soll
die Wirksamkeit von TitanocenY und anderen neuartigen Ubergangsmetallkomplexen auf
etablierten Tumorzelllinien wund primdren Patientenzellen iiberpriift werden. In
zellbiologischen Experimenten sollen der Einfluss auf die Tumorzellproliferation und die Art
des induzierten Zelltods bestimmt werden. Von besonderem Interesse ist auBerdem die
Fihigkeit der Substanzen zur Uberwindung von zelluliren Zytostatikaresistenzen. Hierfiir
wurden in unserer Arbeitsgruppe gezielt Tumorzellen geziichtet, welche gegeniiber der
Behandlung mit klinisch hdufig verwendeten Zytostatika Resistenzen und Kreuzresistenzen
ausgebildet haben. Da moderne Chemotherapie meist in Form einer Kombinationstherapie
durchgefiihrt wird, soll des Weiteren eine potentielle synergistische Wirkung mit
konventionellen Zytostatika untersucht werden. Zuletzt ist es Ziel dieser Arbeit, im Hinblick
auf die beteiligten Apoptosesignalwege die Mechanismen zu identifizieren, iiber welche die

untersuchten Substanzen ihre zytotoxische Wirkung entfalten.

1.4 Materialien und Methoden
1.4.1 Materialien

1.4.1.1 Gerite

Die Kultivierung der Zelllinien erfolgte im Brutschrank Hera Cell 150 von Thermo
(Waltham, USA). Des Weiteren verwendeten wir die Zentrifugen 5804 R und 5415 R und den
Thermomixer comfort von Eppendorf (Wesseling-Berzdorf, Deutschland), FACSCalibur von
Becton Dickinson (Heidelberg, Deutschland), CASY® CellCounter von Innovatis (Bielefeld,
Deutschland) und den LightCycler480 von Roche Diagnostics (Rotkreuz/Risch, Schweiz).

1.4.1.2 Verbrauchsmaterialien

Rohrchen, Pipetten, Zellkulturflaschen und Lochplatten waren von Becton Dickinson

(Heidelberg, Deutschland). Fiir die Zellzahlbestimmung nutzten wir CASY®cups von
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Innovatis (Bielfeld, Deutschland), fiir die Genexpressionsanalyse SuperArray PAHS-012 von
SABiosciences Corporation (Frederick, MD, USA).

1.4.1.3 Chemikalien und Reagenzien

Formaldehyd (= 37 %), Ammoniumpersulfat (APS), Tetramethylethylendiamin (TEMED), -
Mercaptoethanol, Tris, Acrylamid und Magermilchpulver stammten von Carl Roth
(Karlsruhe, Deutschland), Ethanol, Phosphat Buffered Saline (PBS), Triton X-100,
Ammoniumchlorid, Kaliumhydrogencarbonat, Natriumazid, Essigsdure und Tween 20 von
Merck (Darmstadt, Deutschland), RNase A von Quiagen (Hilden, Deutschland),
Propidiumiodid (PI), Dimethylsulfoxid (DMSO), Natriumdodecylsulfat (SDS), Glycin und
Ethylendiamintetraacetat (EDTA) von Serva (Heidelberg, Deutschland), Bovines Serum
Albumin (BSA) von Sigma (Saint Louis, USA), Enhanced Chemiluminescence (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, Deutschland), Trypanblau 0,4 % und Trypsin von Sigma-Aldrich (Miinchen,
Deutschland), 5,57,6,6"-Tetrachloro-1,1",3,3"-tetraecthylbenzimidazolylcarbocyaniniodid (JC-
1) von Moleculare Probes (Leiden, Niederlande), Fetales Kélberserum (FKS) von Gibco,
Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland), CASY®ton-Messlosung von Innovatis (Bielefeld,
Deutschland) und Annexin-V-Fluoresceinisothiocyanat (Annexin-V-FITC) von BD
Pharmingen (Heidelberg, Deutschland).

1.4.1.4 Zytostatika

Bis-[(p-methoxybenzyl)cyclopentadienyl] titanium(IV) dichlorid (TitanocenY) erhielten wir
aus der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Tacke (UCD School of Chemistry and Chemical Biology,
Dublin, Irland). HUNI 068 (Cs4H33FeNOg) wurde synthetisiert und uns zur Verfiigung gestellt
von Andrea Hunold aus der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Hans-Giinther Schmalz (Universitit
zu Koln, Deutschland), wie bereits in einer friiheren Publikation erldutert wurde.’* Die
Rhodium(III) und Iridium(III) Polypyridyl Komplexe mer-[RhX3(DMSO)(pp)] (X=CI;
pp=phen (1), dpq (2), dppz (3); X=Br, pp=phen (4)), fac- [IrCl3(DMSO)(phen)] (5), mer-
[(IrX3(DMSO)(phen)] (X=Cl (7), X=Br (8)) sowie fac- [IrCl;(H,O)(pp)] (pp=phen (9), dpq
(10)), fac- [IrBrs(L)(phen)] (L=H,O (11); L=1-Melm, 1-methylimidazole (12); L=1-MeBIm,
1Methylbenzimidazole (13)) und fac- [IrX;(tpy)] (X=CI (14); X=Br (15) wurden von der
Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Sheldrick (Ruhr Universitit Bochum, Deutschland) hergestellt.

Die Polypyridil-Liganden dieser Verbindungen sind: bpy=2,2-bipyridin; phen=1,10-
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phenanthrolin; dpg=dipyrido [3,2-f:2°,3'-h] quinoxaline; dppz=dipyrido [3,2—a:2'3-c]
phenazine. Wihrend die meriodionalen Rhodium(IIl) Komplexe in Dichlormethan geldst
stabil sind, isomerisieren sie in polaren Losungsmitteln photochemisch zu den weniger
zytotoxisch wirkenden facialen Komplexen. Die facialen Iridium(Ill) Komplexe sind
hingegen in wissrigen- und Methanol-Losungen stabil und isomerisieren in Dichlormethan
gelost unter Einwirkung von Licht zu einer Mischung aus mer- und fac- Komplexen. Im
Gegensatz zu den Rhodium(IIl) Komplexen sind hier die facialen Isomere wesentlich
zytotoxischer als die meridionalen Iridium(I1I) Komplexe.

Als konventionelle Zytostatika verwendeten wir Fludarabin (Flu), Vincristin (Ver) und
Paclitaxel (Taxol), die uns von der Apotheke der Charité (CVK, Berlin) zur Verfiigung
gestellt wurden. Die Verdiinnung erfolgte zur Herstellung von Stocklosungen mit DMSO oder
mit den entsprechenden Zellkulturmedien oder Pufferlosungen wéhrend der Experimente. Als
Losungsmittelkontrolle wurden fiir die Experimente Kontrollzellen lediglich mit der

entsprechenden Menge an DMSO inkubiert.

1.4.1.5 Zelllinien

Folgende Tumorzelllinien kamen zum Einsatz: Die von einem humanen Burkitt-Lymphom
stammenden Zelllinien BJAB Mock und BJAB FADD-dn (FAS associated Death Domain-
dominant negative) wurden uns von Prof. Dr. Peter Daniel (Charit¢é Universititsmedizin
Berlin, Deutschland) zur Verfiigung gestellt. In Kultur handelt es sich dabei um
Suspensionszellen. Durch Transfektion mit pcDNA3-FADD-dn exprimiert die BJAB FADD-
dn Zelllinie eine dominant-negative FADD-Mutante, welcher die N-terminale Death Effector-
Domine fehlt. Dadurch resultiert eine vollstindige Blockade CD95-vermittelter Apoptose.
Im Gegensatz dazu ist durch Transfektion mit einem pcDNA3-Primer ohne FADD-dn-Gen
die Expression des funktionellen FADD in den BJAB Mock Zellen normal. Extrinsisch
vermittelte Apoptose ist hier nicht beeintrdachtigt. Die aus humanen leukdmischen B-
Vorlduferzellen gewonnene Zelllinie Nalm-6 stammt von einem Patienten mit einem ALL-
Rezidiv. Diese Suspensionszellen wurden uns von der AG Henze (Charité
Universitdtsmedizin Berlin, Deutschland) zur Verfligung gestellt. Im Rahmen der
Resistenztestungen verwendeten wir u.a. eine speziell geziichtete Vincristin-resistente Nalm-
6-Zelllinie, deren Herstellung im Methodenteil erldutert wird. Von Dr. Eberle (Charité
Universitdtsmedizin Berlin, Deutschland) erhielten wir des Weiteren die Melanomzelllinien
MelHO plres/Bcl-2. Die Zelllinien bestehen aus MelHO Zellen, die mit dem plres-Vektor,
bzw. mit dem plres-Bcl-2-Vektor transfiziert wurden. Die Bcl-2-Linie liberexprimiert das

antiapoptotische Bcl-2-Protein. Mit den von einer humanen T-Zell-Leukdmie stammenden
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Zelllinien Jurkat neo/SMAC, bei der die SMAC-Linie das proapoptotische SMAC-Protein
iiberexprimiert, untersuchten wir, ob die Apoptoseauslosung durch SMAC beeinflussbar ist.

Diese Zelllinien erhielten wir von PD Dr. Fulda (Universitdt Ulm, Deutschland).
1.4.2 Methoden

1.4.2.1 Kultivierung der Zelllinien
Wir kultivierten die Zelllinien in Zellkulturflaschen (250-ml) bei 37°C mit 5% CO,-Gehalt

und 95% Luftfeuchtigkeit im Brutschrank. Fiir Suspensionszellen verwendeten wir als
Kulturmedium RPMI 1640 Medium von Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland), supplementiert
mit 10% (v/v) hitzeinaktiviertem FKS, L-Glutamin (0,56 g/1), Penicillin (100000 i.u.) und
Streptomycin (0,1 g/l). Fiir Adhédsionszellen benutzen wir DMEM von Invitrogen (Karlsruhe,
Deutschland), supplementiert mit 10% (v/v) FKS und Geniticin (0,4 g/l). Durch Verdiinnung
auf eine Konzentration von 1x 10° Zellen/ml erfolgten 2-3mal pro Woche die
Zellpassagierungen. Um standardisierte Versuchsbedingungen zu erreichen, wurden die
Zellen 24 Stunden vor Versuchsbeginn auf eine Konzentration von 3x 10° Zellen/ml
eingestellt. Direkt vor der Behandlung mit den zu untersuchenden Substanzen wurden die

Zellen auf 1x 10° Zellen/ml verdiinnt und in 6-Lochplatten iiberfiihrt.

1.4.2.2 Herstellung von medikamentenresistenten Zelllinien

Durch regelméfige Behandlung mit schrittweise ansteigenden Konzentrationen von
bestimmten Zytostatika erreichten wir in einigen Zelllinien ausgepridgte Resistenzen
gegeniiber den applizierten Substanzen sowie teilweise auch Kreuzresistenzen gegeniiber
anderen Zytostatika. Hierzu wurden die Zelllinien bis zu dreimal pro Woche mit zunédchst
geringen Konzentrationen der entsprechenden Zytostatika behandelt, wobei diese liber einen
Zeitraum von sechs Monaten langsam gesteigert wurden. Die Behandlung erfolgte nach
Verdiinnung der Zellen auf eine Konzentration von 1x 10° Zellen/ml, sofern die vorherige
Vitalititsbestimmung mittels eines CASY®CellCounter + Analyzer System einen Wert >
80% ergab. Fiir die Resistenztestung von TitanocenY kam eine Vincristin-resistente B-
Leukdmie-Zelllinie (Nalm-6/Vcer) zum Einsatz, fiir die in Publikation 2 und 3 erwéhnten
Versuche wurden zudem eine Daunorubicin-resistente B-Leukdmie-Zelllinie (Nalm-
6/Dauno), eine Doxorubicin-resistente Lymphom-Zelllinie (7CCA) sowie eine Vincristin-

resistente Lymphom-Zelllinie (BJAB/Vcr) verwendet.
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1.4.2.3 Zellzahlbestimmung

Mit einem CASY®CellCounter + Analyzer System bestimmten wir Zellzahl und
Zellviabilitit, wie im Vorfeld beschrieben.’® *” Das System unterscheidet zwischen vitalen
Zellen, toten Zellen und Zelldebris, wodurch die Zellkonzentration genau bestimmt werden
kann. Fiir die jeweiligen Zellen wurden speziell angepasste Messparameter verwendet. Die
Zellzahlbestimmung erfolgte 24 Stunden nach Behandlung von 1x 10° Zellen/ml in 6-
Lochplatten mit verschiedenen Konzentrationen der zu untersuchenden Substanzen. Einige
Zellen wurden als Kontrolle mit DMSO inkubiert. Zur Analyse mit dem CASY®Cellcounter
wurden nach sorgféltiger Resuspension 100ul jeder Probe mit 10ml CASY®ton
(gebrauchsfertige isotonische Kochsalzlosung) in einem CASY®cup vermischt. Die
Zellkonzentration der Kontrolle wurde mit einer Zellvermehrung von 100% gleichgesetzt.
Wenn die Zellzahlkonzentration einer behandelten Probe gegeniiber der Zellzahl zu Beginn
des Experiments nicht zugenommen hatte, lag eine komplette Proliferationshemmung vor.
Diejenige Konzentration einer Substanz, welche die Zellvermehrung nach 24-stiindiger
Inkubationszeit im Vergleich zur Kontrolle um 50% hemmen konnte, definierten wir als

halbmaximale Hemmkonzentration IGC50 (24 h).

1.4.2.4 Messung der DNS-Fragmentierung

Nach einer 72-stlindigen Inkubationszeit mit den zu untersuchenden Substanzen in 6-
Lochplatten bei 37 °C quantifizierten wir das Ausmall apoptosetypischer DNS-
Fragmentierung mit Hilfe einer modifizierten Zellzyklusanalyse, wie sie im Vorfeld
beschrieben wurde.”® Nach Sammlung der Zellen durch 5-miniitige Zentrifugation bei 300g
wurden die Zellen mit PBS bei 4°C gewaschen und mit PBS/ 2% (v/v) Formaldehyd fiir 30
Minuten auf Eis fixiert. Darauthin wurden die Zellen pelletiert, 15 Minuten mit Ethanol/PBS
(2:1, v/v) inkubiert und erneut pelletiert. Es folgte eine Resuspension mit RNase A (40ug/ml)
enthaltendem PBS, worauthin die RNS fiir 30 Minuten bei 37°C aufgeschlossen wurde. Nach
erneuter Pelletierung und Resuspendierung mit PI (50pug/ml) enthaltendem PBS erfolgte die
durchflusszytometrische Bestimmung von hypodiploider DNS mit dem FACScan-Apparat.
Mit Hilfe der CELL Quest Software wurden die Daten analysiert. Die Anzahl apoptotischer
Zellen wird durch den prozentualen Anteil an Hypodiploidie (Sub-G1) reflektiert. Durch
Subtraktion der in den Kontrollzellen beobachteten Hintergrundapoptose von der
Apoptoserate in den behandelten Zellen wurde die spezifisch durch die applizierten
Substanzen induzierte Apoptose berechnet. Diejenige Konzentration einer Substanz, die nach

einer Inkubationszeit von 72 Stunden in 50% der behandelten Zellen zu einer Fragmentierung
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der DNS fiihrte, wurde als halbmaximale Apoptose-induzierende Konzentration AC50 (72 h)

bezeichnet.

1.4.2.5 Genexpressionsanalyse

Mittels Echtzeit-PCR untersuchten wir den Einfluss unserer Substanzen auf die Expression
verschiedener apoptoserelevanter Gene. Dafiir kamen apoptosespezifische RT2-profiler PCR
expression arrays (SuperArray PAHS-012) zum Einsatz, die wir nach den Instruktionen des
Herstellers verwendeten.” Wir extrahierten die RNS von Lymphomzellen (BJAB) nach
festgelegten Inkubationszeiten mit den zu untersuchenden Substanzen und behandelten die
RNS mit DNase 1 (2U/ul), um eine mogliche Kontamination mit genomischer DNS zu
eliminieren. 700ng/ul der extrahierten RNS verwendeten wir dann als Matrize fiir die
Synthese einer cDNS-Sonde. Nach Herstellerangaben erfolgte die quantitative Echtzeit-PCR
SuperArray  Analyse, wobei ein  LightCycler4d80  Verwendung fand. Die
Hybridisierungssignale wurden durch Verwendung der Mittelwerte von ,,Housekeeping
Genen* normalisiert, und die Ergebnisse wurden mithilfe der SuperArray Analyzer Software
analysiert. Die Darstellung der Daten erfolgte als Vielfaches der Expression der
entsprechenden Gene im  Vergleich zu  Kontrollzellen, die lediglich mit

tragerstoffenthaltendem Medium inkubiert worden waren.

1.4.2.6 Auswertung der Daten und statistische Analyse

Die Ergebnisse wurden als Mittelwerte = SD dargestellt.

Die vergleichende Gegeniiberstellung der Werte wurde mittels eines zweiseitigen T-Tests
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.
Dementsprechend wurden Ergebnisse mit einem einzelnen Asterisk gekennzeichnet wenn der
p-Wert geringer als 0,05 war, mit zwei Asterisken bei einem p-Wert kleiner als 0,01 und mit
drei Asterisken bei einem p-Wert kleiner als 0,001.

Zur Berechnung des synergistischen Effektes kam das Konzept des fraktionellen Produktes
nach Webb zur Anwendung, welches eine anerkannte und vielfach beschriebene Methode zur
Analyse synergistischer, antagonistischer und summatorischer Effekte ist.*” Das fraktionelle
Produkt wurde entsprechend der Formel Fp=E1;2/(E1+E2-E1*E2) berechnet. Fp < 1 bedeutet
einen antagonistischen Effekt, Fp =1 beweist einen additiven Effekt und Fp > 1 deutet auf
einen synergistischen Effekt hin.*!

Alle Ergebnisse wurden in mindestens drei unabhéngigen Experimenten bestétigt.
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1.4.2.7 Weitere Methoden (Publikationen 2 und 3)

Zusétzlich zu den oben beschriebenen Methoden verwendeten wir fiir die Untersuchungen des
Eisen-Komplexes HUNI 068 und der Rhodium(III) und Iridium(IIl) Polypyridyl-Komplexe
einige weitere Methoden, die hier nur kurz erldutert werden sollen. In den entsprechenden
Publikationen lassen sich ausfiihrliche Beschreibungen finden.** ** Die bei diesen Methoden
verwendeten Chemikalien und Reagenzien sind im Abschnitt Materialien mit aufgefiihrt, die
zahlreichen Pufferlosungen fiir die Westernblotanalytik sind jedoch nicht aufgefiihrt und
konnen ebenfalls in den entsprechenden Publikationen nachgelesen werden. Durch Messung
der Freisetzung von Laktat-Dehydrogenase (LDH) mit dem Cytotoxicity Detection Kit von
Roche (Mannheim, Deutschland) und einem ELISA-Reader wurden die Substanzen auf
unspezifische Zytotoxizitit hin untersucht. Die Durchfiihrung des Testes erfolgte nach den
Instruktionen des Herstellers und wurde im Vorfeld beschrieben.** Mit dem Annexin-V-
FITC/ PI-Doppelfarbungstest, einer Methode, die auf dem frithapoptotischen Prozess der
Translokation von Phosphatidylserin von der inneren auf die &uBlere Zellmembranseite
basiert, wurde zwischen unspezifischem Zelltod und Apoptose unterschieden. Die
Durchfithrung erfolgte wie im Vorfeld beschrieben.*> Durch Messung des mitochondrialen
Membranpotentials (A¥,,) untersuchten wir, ob apoptotische Vorgénge unter Beteiligung der
Mitochondrien ablaufen, was auf eine Aktivierung der intrinsischen Apoptosesignalkaskade
hinweist. Die Messung erfolgte nach einer Inkubationszeit von 48 Stunden mit den zu
untersuchenden Substanzen unter Zugabe des Farbstoffs JC-1. Die genaue Durchfiihrung
wurde im Vorfeld beschrieben.*® Die Analyse der Zellen erfolgte sowohl bei dem Annexin-V-
FITC/ PI-Doppelfarbungstest als auch bei der Messung des mitochondrialen
Membranpotentials mit einem mit der CellQuest-Software ausgeriisteten FACScan. Mittels
Westernblotanalyse erfolgte des Weiteren die Detektion bestimmter Proteine, wie es im
Vorfeld vielfach beschrieben wurde.*” Nach Lyse der Zellen wurden die Proteine durch SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) separiert, das Blotting erfolgte fiir 1 Stunde
mit ImA/cm? in einer Transblot Semi Dry Transfer Cell von Biorad (Miinchen, Deutschland).
Die Inkubation mit den primédren und sekundidren Antikorpern erfolgte entsprechend der
Instruktionen der Antikorperhersteller. Zur Sichtbarmachung der Proteinbanden inkubierten
wir die Membranen (Protran Nitrocellulose Transfer Membranen von Schleicher & Schnell
Bioscience Inc, Dassel, Deutschland) mit ECL® Western Blotting Detection und
fotografierten die Lumineszenzsignale mit einem Chemigenius-2-Bio-Imaging-System von
Syngene (Cambridge, USA). Fiir die Detektion von Caspase-9 verwendeten wir primédre Maus

anti-humane Caspase-9 Antikérper von R&D Systems GmbH (Wiesbaden-Nordenstadt,
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Deutschland) und sekundére anti-Maus horseradish Peroxidase (HRP)-gekoppelte Antikorper
von Promega (Minneapolis, USA). Der Nachweis von B-Aktin erfolgte mit primidren Maus
anti-humane B-Aktin Antikérpern von Sigma (Saint Louis, USA).

Die Fluoreszenzmikroskopie wurde mit einem Axioskop2 mit Fluoreszenz-Option von Zeiss
(Jena, Deutschland), welches mit dem Filter-Set 09 mit Ae,=450- 490nm und Aem= 490nm
ausgestattet ist, durchgefiihrt. Hierfiir wurden Lymphomzellen (BJAB) mit dem
Polypyridylkomlex 3 fiir 12 Stunden bei 37°C inkubiert und mit Formaldehyd fixiert. Die
fixierten Zellen (20ul) wurden auf einen Objekttrager mit poly-L-Lysin (Sigma, Saint Louis,
USA) in einen gefarbten Kreis aufgetragen. Nachdem die Zellen getrocknet waren, wurden
sie zweimal mit PBS gewaschen. Hiernach wurde der Farbstoff BisBenzimid H 33258
(Sigma, Saint Louis, USA) in einer Verdiinnung von 0,25ug/ml PBS aufgetragen. Mittels
BisBenzimid wurden die Kerne der behandelten Zellen gefarbt und dargestellt. Vor der
mikroskopischen Begutachtung wurden die Objekttrager mit Glycerin (Sigma, Saint Louis,

USA) behandelt und bei 4°C im Dunkeln gelagert.

1.5 Ergebnisse

1.5.1 TitanocenY hemmt die Proliferation von malignen Zellen

Wir inkubierten die Tumorzelllinien Nalm-6 (B-Leukdmiezellen), Jurkat (T-Leukdmiezellen),
BJAB (Lymphomzellen) und MelHO (Melanomzellen) mit TitanocenY in unterschiedichen
Konzentrationen und maBlen nach 24 Stunden Viabilitdit und Zellzahl mit dem
CASY®CellCounter + Analyzer System. Es zeigte sich, dass die Behandlung mit TitanocenY
zu einer dosisabhdngigen Hemmung der Tumorzellteilung in jeder der getesteten Zelllinien
fiihrte. Des Weiteren fiihrte die Behandlung von Nalm-6 Zellen mit 30uM TitanocenY zu
einer Zellkonzentration, die geringer war als zu Beginn des Experimentes. Auf BJAB, Jurkat
und MelHO Zellen sank die Zellzahl nicht unter die urspriinglich verwendete Konzentration
von 1x 10> Zellen/ml. Die halbmaximale Hemmkonzentration IGC50 (24 h) lag in Nalm-6 bei
12uM, in BJAB bei 30uM und in Jurkat und MelHO bei 40uM. Abb.la zeigt die

Proliferationshemmung von Nalm-6 Zellen.

1.5.2 TitanocenY induziert Apoptose in vitro

Nach Inkubation verschiedener Zelllinien mit unterschiedlichen Konzentrationen von
TitanocenY fiir 72 h bestimmten wir das Ausmall der DNA-Fragmentierung. In jeder der

untersuchten  Zelllinien  (B-Leuk@miezellen, T-Leukdmiezellen, Lymphom- und
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Melanomzellen) konnte nach  Inkubation mit TitanocenY in  mikromolaren
Konzentrationsbereichen die apoptosetypische DNA-Fragmentierung nachgewiesen werden.
Die halbmaximale apoptotische Konzentration (AC50) nach 72 Stunden betrug in den
entsprechenden Zelllinien Nalm-6 15uM, in Jurkat 20uM, in BJAB 50uM und in MelHO
120uM. Abb.1b zeigt die Induktion von Apoptose in B-Leukdmiezellen (Nalm-6).

1.5.3 TitanocenY induziert Apoptose iiber den extrinsischen Signalweg

Um zu untersuchen, inwieweit der extrinsische Apoptose-Signalweg eine Rolle bei der durch
TitanocenY vermittelten Apoptose spielt, fiihrten wir Experimente mit dem
Lymphomzellparchen BJAB Mock/ BJAB FADD-dn durch. Die Behandlung der FADD-dn
Zellen mit TitanocenY fiihrte zu einem signifikant niedrigeren Apoptoselevel, als die der
BJAB Mock Zellen: Nach einer Inkubationszeit von 72 Stunden mit 60uM TitanocenY wurde
durch Messung der DNA-Fragmentierung festgestellt, dass 71,5% der BJAB Mock Zellen
und 52,4% der BJAB FADD-dn Zellen kontrollierten Zelltod durchlaufen hatten (p = 0,0058)
(Abb.2a).

1.5.4 TitanocenY fiihrt zu einer Hochregulation des FAS Liganden

Als néchsten Schritt untersuchten wir den Einfluss des Fas Liganden auf den durch
TitanocenY induzierten Zelltod. Hierzu analysierten wir mittels Echtzeit-PCR die mRNA
Expression dieses proapoptotischen Mitgliedes der TNF- Familie. Nach einer Inkubationszeit
von 8 Stunden mit 30uM TitanocenY konnte in den behandelten Lymphomzellen BJAB eine
34-fache Hochregulierung von Fas Ligand festgestellt werden (Daten nicht gezeigt).

1.5.5 TitanocenY induziert Apoptose unabhingig von der Expression der

regulatorischen Proteine SMAC und Bcl-2

Um die involvierten Apoptose-Signalwege detallierter zu untersuchen, benutzten wir
abermals Zellparchen mit Abweichungen spezifischer Apoptose-relevanter Molekiile. SMAC
iberexprimierende T-Leukdmiezellen (Jurkat SMAC) sprachen auf die Behandlung mit
TitanocenY vergleichbar sensibel an wie die Kontrollzelllinie Jurkat neo. Inkubation mit
20uM TitanocenY fiihrte in dem Zellparchen zu 48,1% bzw. 49,7% Apoptose (p = 0,84)
(Abb.2b). Ahnliche Ergebnisse zeigten sich bei Experimenten mit dem Zellkonstrukt MelHO
plres/ Bcl-2, wobei letztere Zellen eine Uberexpression von antiapoptotischem Bcl-2
aufweisen. Beide Melanom-Zelllinien reagierten vergleichbar auf die Behandlung mit
TitanocenY. Nach Inkubation mit 60uM TitanocenY waren 20,9% der Bcl-2 Zellen und
17,2% der Kontrollzelllinie apoptotisch (p = 0,337) (Abb.2c).
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1.5.6 TitanocenY iiberwindet Resistenz gegen Vincristin

Mittels Westernblotanalytik konnte in speziell geziichteten Vincristin-resistenten
B-Leukiimiezellen (Nalm-6) eine Uberexpression von P-Glycoprotein nachgewiesen werden.
Es zeigte sich, dass diese Zellen zusitzlich resistent gegeniiber Paclitaxel und Fludarabin sind
und somit die Kriterien einer multi-drug-resistance (MDR) erfiillen (Daten nicht gezeigt).

Um zu tiberpriifen, inwiefern TitanocenY in der Lage ist, diese multiple Resistenz zu
iiberwinden, inkubierten wir die Zellen mit verschiedenen Konzentrationen der Substanz und
bestimmten nach 72h die Fragmentierung der DNA. TitanocenY wirkte auf der resistenten

Zelllinie ebenso effektiv wie auf der Kontrollzelllinie (Abb.3).

1.5.7 TitanocenY zeigt synergistische Effekte mit Vincristin

Um eine eventuelle synergistische Wirkung von TitanocenY mit Vincristin zu untersuchen,
wurden Lymphomzellen (BJAB) fiir 72 Stunden mit verschiedenen Konzentrationen von
TitanocenY, Vincristin und einer Kombination beider Substanzen inkubiert.

Es stellte sich heraus, dass der Gesamteffekt der Kombination von TitanocenY und Vincristin
um ein Vielfaches grofer ist als die Summe der Einzelwirkungen. Die prozentuale

Berechnung des synergistischen Effektes belief sich auf bis zu 237% (Abb.4).

1.5.8 Weitere Ergebnisse (Publikationen 2 und 3)

Als weitere metallhaltige Verbindungen untersuchten wir den Eisen-Komplex Huni 068 sowie
verschiedene Rhodium(III) und Iridium(III) Polypyridylkomplexe (Daten nicht gezeigt).
Sowohl HUNI 068, als auch die Rhodium(IIl) bzw. Iridium(Ill) Komplexe mer-
[(RhCl3(DMSO)(pp)] (pp=dpq (2) bzw. dppz (3)) sowie fac-[(IrBr;(H,O)(phen)] (11) und
mer-[(IrCl5(tpy)] (14) induzierten eine konzentrationsabhingige Inhibition der
Tumorzellproliferation und 16sten in malignen Zellen verschiedener Zelllinien Apoptose aus.
Im Falle von HUNI 068 lag die IGC50 fiir BJAB (Lymphomzellen) und Nalmé6 Zellen (B-
Leukédmiezellen) zwischen 30 und 40uM und die AC50 bei 40uM. Die meridionalen
Rhodium(II) und Iridium(II) Komplexe 2, 3, und 14 bewirkten bereits in einem
Konzentrationsbereich zwischen 0,4 uM (3) und 0,8 uM (2) eine halbmaximale
Proliferationshemmung in BJAB Zellen. Der faciale Iridium(Ill) Komplex 11 inhibierte
ebenfalls die Proliferation von Lymphomzellen, jedoch in einem wesentlich hdheren
Konzentrationsbereich (IGC50: 5uM). Die Polypyridilkomplexe 2, 3, 11 und 14 induzierten
bei Konzentrationen zwischen 0,6 uM (14) und 40 uM (11) in 50% der Zellen eine DNS-
Fragmentierung. Substanz 3 induzierte nach einer Inkubationszeit von 12 Stunden in BJAB

Zellen typische morphologische Apoptosemerkmale, welche mittels Fluoreszenzmikroskopie
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sichtbar gemacht wurden. Nach einer Inkubationszeit von 1h (HUNI 068, 11) bzw. 3h (2, 3)
konnte nach Behandlung mit HUNI 068 und den Polypyridylkomplexen 2, 3 und 11 keine
signifikante Erhohung der extrazelluliren LDH- Konzentration nachgewiesen werden. Im
Gegensatz hierzu verursachte der meridionale tpy Komplex 14 nach kurzer Inkubationszeit
eine Freisetzung von LDH aus den behandelten Zellen. Durch Annexin-V-FITC/P-
Bindungsmessung wurde die zytotoxische Wirkung von HUNI 068 auf BJAB Zellen mit der
Wirkung von HUNI 068 auf primédren Leukozyten einer gesunden Person verglichen. Hierbei
zeigte sich, dass letztere durch die Behandlung signifikant weniger geschiadigt wurden.

HUNI 068 wirkte sowohl auf multiresistenten (Nalm-6/Vcr), als auch auf Daunorubicin-
resistenten (Nalm-6/Dauno) B-Leukédmiezellen mindestens so effektiv wie auf den
Kontrollzelllinien. Bei den Vincristin-resistenten Lymphomzellen BJAB/Vcr war die
Apoptoserate bei einer Konzentration von 50uM um 16% geringer als auf den
nichtresistenten BJAB-Zellen, wobei dieser Unterschied bei einer Konzentration von 30 pM
nicht auftrat. Im Gegensatz zu dem Rhodium(I1I) Komplex 3 war Komplex 2 in der Lage, in
Doxorubicin-resistenten BJAB Zellen (7CCA) Apoptose auszuldsen. Durch vergleichende
Untersuchungen der Lymphomzelllinien BJAB mock/FADD-dn zeigte sich eine
Unabhéngigkeit der durch HUNI 068 induzierten Apoptose von CD95. Mittels Messung des
mitochondrialen Membranpotentials (AY,) konnte zudem eine Aktivierung der
Mitochondrien festgestellt werden. Dies galt auch fiir die Polypyridyl Komplexe 2, 3, 11 und
14. Durch Westernblot-Technik wurde nach Behandlung von BJAB Zellen mit HUNI 068
eine Prozessierung von Caspase-9 nachgewiesen und mittels Echtzeit-PCR konnte eine um
den Faktor 50 erhohte Expression des proapoptotischen Gens Harakiri identifiziert werden.
Mit HUNI 068 wurden auBerdem ex vivo Versuche mit primidren Lymphoblasten eines
Patienten mit akuter myeloischer Leukdmie (AML), eines Patienten mit einer primédren ALL,
sowie eines Patienten mit einem ALL-Rezidiv durchgefiihrt. Letztere Zellen wurden auch mit
den Rhodium(IIT) Komplexen 2 und 3 behandelt. Zum Vergleich wurden die malignen Zellen
mit herkdmmlich verwendeten Zytostatika wie Daunorubicin, Doxorubicin und Vincristin
inkubiert. Fiir alle Substanzen verwendeten wir die vorher auf den Lymphomzellen BJAB
ermittelten AC50 Konzentrationen. Die primédren malignen Zellen erwiesen sich im
Allgemeinen als wenig sensibel gegeniiber der Behandlung mit allen getesteten Wirkstoffen,
wobei die Resistenzen gegen HUNI 068, den dpq Komplex 2 und den dppz Komplex 3

geringer ausfielen als gegen die herkdmmlichen Zytostatika.
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1.6 Diskussion

Die meisten Gewebe des Organismus unterliegen wihrend der gesamten Lebenszeit einem
stindigen Prozess von Zelltod und Zellerneuerung. Die Aufrechterhaltung des
Gleichgewichtes zwischen Sterben und Wachstum der Zellen ist fiir die Entwicklung und
Funktion des Organismus von groBer Bedeutung. Wihrend vermehrtes Zellsterben u.a. zu
verschiedenen immunologischen und degenerativen Erkrankungen fiihren kann, kann ein
unkontrolliertes Zellwachstum in Verbindung mit einem verminderten Zelltod die Ausbildung
von malignen Tumoren begiinstigen. Dementsprechend werden in der Therapie von
Krebserkrankungen gezielt Medikamente eingesetzt, welche die Zellteilung bremsen und die
malignen Zellen dem Zelltod zufiihren."

Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Metall-organischen Verbindungen TitanocenY,
HUNI 068, sowie die Rhodium(IIT)- bzw. Iridiumkomplexe 2, 3, bzw. 11 und 14 hemmen die
Proliferation von Zellen unterschiedlicher Tumorzelllinien effektiv und
konzentrationsabhingig. Die Proliferationshemmung konnte sowohl in Leukdmie- und
Lymphomzellen, als auch in Melanomzellen beobachtet werden. In B-Leukédmiezellen wurde
durch Inkubation mit TitanocenY die Zellteilung nahezu vollstindig inhibiert. In dieser
Zelllinie war nach Exposition mit mindestens 30uM TitanocenY die Zelldichte sogar
niedriger als zu Beginn des Experimentes. Dieses Ergebnis deutet darauthin, dass zusétzlich
zur Proliferationshemmung bereits nach der kurzen Inkubationszeit von 24 Stunden Zelltod
stattgefunden haben muss.

Es sind verschiedene Formen des Zelltods bekannt, welche sich sowohl in ihrem Ablauf, als
auch in der Auswirkung auf das die sterbende Zelle umgebende Gewebe voneinander
unterscheiden. Wéhrend der unspezifischen Nekrose kommt es zu einem Anschwellen der
Zelle und in der Folge zur Zerstérung der Zellmembran. Potentiell schadliche Zellbestandteile
gelangen somit in den Extrazelluldrraum. Hierdurch entsteht eine Entziindung, die das
umliegende Gewebe schidigt.” Durch Messung der LDH- Freisetzung aus den behandelten
Zellen konnte Nekrose als Ursache des Zelltodes fiir HUNI 068, sowie fiir die
Polypyridylkomplexe 2, 3 und 11 ausgeschlossen werden. Bei Komplex 14 war dies nicht der
Fall, ein mdoglicher therapeutischer Einsatz dieser Verbindung ist aufgrund dessen
unwahrscheinlich.

Beim programmierten Zelltod totet sich die Zelle durch Aktivierung eines Todesprogrammes
auf kontrollierte Weise selbst. Apoptose ist die hdufigste und am besten verstandene Form des
programmierten Zelltods. Wiahrend der Apoptose 10st sich die Zelle zunichst aus ihrem

Zellverband und beginnt zu schrumpfen. Es kommt zu einer Kondensierung von Nukleus und
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Zytoplasma und zur Fragmentierung der DNA durch Endonukleasen. Zuletzt zerfillt die Zelle
unter Vesikelbildung in sog. apoptotic bodies, die von Makrophagen und anderen
phagozytierenden Zellen abgebaut werden. Da im Gegensatz zur Nekrose die Zellmembran
wihrend des gesamten Prozesses intakt bleibt, wird das umliegende Gewebe nicht
geschidigt.”” Die meisten gebriuchlichen Chemotherapeutika wirken iiber eine mehr oder
weniger spezifische Induktion von Apoptose in den Tumorzellen."” TitanocenY induziert
Apoptose in allen getesteten Tumorzelllinien. Der zytotoxische Effekt tritt bereits in niedrigen
mikromolaren Konzentrationsbereichen auf, die AC50 in B-Leukdmiezellen liegt bei 15uM.
Auch der Eisen-Komplex HUNI 068 und die Komplexe 2, 3, 11 und 14 induzieren Apoptose,
wobei sich die wirksamen Konzentrationsbereiche der Substanzen deutlich voneinander
unterscheiden: Hier lagen die AC50 Werte zwischen 0,6 uM (14) und 40uM (HUNI 068).

Die medikamentose Therapie von Tumorerkrankungen wird haufig durch unerwiinschte
Nebenwirkungen begrenzt, da auch gesunde Korperzellen von den Chemotherapeutika
geschidigt werden. Fiir HUNI 068 konnte eine relative Selektivitdt nachgewiesen werden-
Lymphozyten einer gesunden Person wurden durch die Substanz deutlich weniger angegriffen
als Tumorzellen.

Die beiden meistuntersuchten Signalwege, iiber die Apoptose vermittelt werden kann, sind
der extrinsische und der intrinsische Signalweg. Der extrinsische Weg wird iiber die Bindung
von Liganden an Todesrezeptoren auf der Zelloberfldche initiiert und durch Rekrutierung von
zytosolischen Effektormolekiilen weitergeleitet. FADD ist ein solches Effektormolekiil,
welches nach Bindung von FasL an den Rezeptor CD95 das Apoptosesignal auf die
Effektorcaspasen iibertrigt.’ Die Lymphomzelllinie BJAB FADD-dn exprimiert eine
dominant-negative FADD-Mutante, der die N-terminale Todeseffektordoméne (death
effector) fehlt, woraus eine vollstindige Blockade der CD95-vermittelten Apoptose
resultiert.”> Diese Zellen sprechen signifikant weniger auf eine Behandlung mit TitanocenY
an als Zellen der Kontrollzelllinie. Folgerichtig scheint der extrinsische Signalweg mindestens
teilweise fiir die Vermittlung des zytotoxischen Effektes von TitanocenY verantwortlich zu
sein. Dennoch wurde, wenn auch in einem signifikant geringeren Ausmal}, auch in den
FADD-dn Zellen Apoptose ausgelost. Dies deutet darauf hin, dass TitanocenY seine Wirkung
auch iiber einen Rezeptor-unabhingigen Mechanismus entfalten kann. Fiir HUNI 068 konnte
eine solche Abhdngigkeit von CD95 nicht nachgewiesen werden, was erste Hinweise darauf
gibt, dass diese Substanz iiber einen anderen Apoptoseweg als TitanocenY seine Wirkung

entfaltet.
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Um die Beteiligung des Fas Liganden an der TitanocenY-induzierten Apoptose ndher zu
untersuchen, fiihrten wir Echtzeit-PCR Experimente durch. Das Genexpressions-Profiling
zeigte eine 34-fache Hochregulation des Fas Liganden nach Exposition von Lymphomzellen
mit TitanocenY. Dieses Ergebnis stiitzt die Vermutung, dass der extrinsische Signalweg in
die TitanocenY -vermittelte Apoptose involviert ist. Ein kausaler Zusammenhang muss jedoch
in der Zukunft in funktionellen Experimenten nachgewiesen werden.

Wihrend des intrinsischen Signalweges iibernehmen die Mitochondrien die zentrale
Regulation des apoptotischen Prozesses und stellen die Energie bereit, die fiir den
kontrollierten Zelltod bendtigt wird. Im Verlauf werden proapoptotische Proteine wie SMAC
und Cytochrom C aus den Mitochondrien ins Zytoplasma freigesetzt, welche die
nachfolgenden apoptotischen Signalwege einleiten.” Interessanterweise stellte sich heraus,
dass das Expressionslevel von SMAC keinen Einfluss auf die zytotoxische Effektivitit von
TitanocenY hat. So reagierten B-Leukimiezellen, welche eine Uberexpression von SMAC
aufweisen, statistisch vergleichbar sensibel auf die Exposition mit der Substanz wie die
Kontrollzelllinie. Im Gegensatz hierzu scheinen die Substanzen HUNI 068, 2, 3, 11 und 14
Apoptose durch Aktivierung des mitochondrialen Signaliibertragungsweges einzuleiten. So
konnte nach Inkubation von Lymphomzellen mit den verschiedenen Substanzen mittels
Messung des mitochondrialen Membranpotentials (A%¥y,) eine Aktivierung der Mitochondrien
wihrend des Apoptosevorganges festgestellt werden. Fir HUNI 068 konnte auch eine
Prozessierung der Caspase-9 nachgewiesen werden. Dies kann als ein weiterer Hinweis fiir
eine Beteiligung des intrinsischen Signalweges an der Wirkweise dieser Substanzen gewertet
werden. Bei der Regulation des intrinsischen Apoptose Signalweges spielen pro- und anti-
apoptotische Mitglieder der Bcl-2-Familie eine wichtige Rolle. Anti-apoptotisches Bcl-2
schiitzt die Zellen gegeniiber apoptotischen Stimuli und verhindert die Freisetzung von
Cytochrom C, SMAC und anderen proapoptotischen Faktoren aus dem Mitochondrium.
Aufgrund seiner Funktion ist anti-apoptoisches Bcl-2 in die Entstehung von
Zytostatikaresistenzen involviert. In humanen Melanomzellen fiihrt die Uberexpression von
Bcl-2 zu einer verminderten Empfindlichkeit gegeniiber Apoptose-induzierenden Substanzen,
und bei akuter Leukidmie korreliert sie mit einem schlechten Ansprechen auf die

Chemotherapie.'® >’

TitanocenY induziert Apoptose unabhédngig von anti-apoptotischem Bcl-
2 und proapoptotischem SMAC. Dies unterstreicht zum einen die Wichtigkeit des
extrinsischen Signalweges fiir die TitanocenY-vermittelte Apoptose. Die Unabhingigkeit von

anti-apoptotischem Bcl-2 deutet jedoch auBlerdem darauf hin, dass TitanocenY in der
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Behandlung von Tumoren wirksam sein kénnte, welche aufgrund einer Uberexpression von
Bcl-2 gegeniiber herkdmmlichen Zytostatika Resistenzen entwickelt haben.

Neben Bcl-2 stellt P-Glycoprotein (P-gp), eine energieabhéngige Transmembranpumpe, eine
wichtige Ursache fiir die Entwicklung von Zytostatikaresistenzen dar. Indem es in der Lage
ist, unterschiedliche Zytostatika aus der Zielzelle heraus zu transportieren, fiihrt P-gp zu
»~multidrug Resistenz* (MDR) in verschiedenen Tumorentitdten. In vorausgehenden Studien
konnte gezeigt werden, dass die Expression von P-gp bei der akuten lymphoblastischen
Leukdmie im Kindesalter mit einer schlechten Prognose korreliert und einen Vorhersagewert
fir die Entstehung eines Rezidives darstellt.”” Uberraschenderweise zeigte sich, dass
Vincristin-resistente B-Leukédmiezellen, welche P-gp {iberexprimieren, empfindlich auf die
Behandlung mit TitanocenY reagieren. Diese Zellen sind zusétzlich resistent gegeniiber
Fludarabin und Paclitaxel und erfiillen somit die Kriterien einer MDR. Anhand dieser
Ergebnisse kann vermutet werden, dass TitanocenY ein effektives Medikament fiir die
Behandlung von malignen Erkrankungen sein kdnnte, welche aufgrund einer Uberexpression
von P-gp gegeniiber einer Vielzahl von Zytostatika Resistenzen aufweisen. Auch HUNI 068
wirkt auf der multiresistenten B-Leukimie Zelllinie und zusdtzlich auf Daunorubicin-
resistenten B-Leukdmiezellen. Des Weiteren — wenn auch in etwas geringerem Ausmal} —
sind auch Vincristin-resistente Lymphomzellen sensibel gegeniiber HUNI 068. Der
Rhodium(II) Komplex 2 war in der Lage, in Doxorubicin-resistenten Lymphomzellen
Apoptose auszulésen, was fliir Komplex 3 nicht zutraf. Um den Mechanismus der
Resistenziiberwindung im Falle von HUNI 068 nédher zu untersuchen, fiihrten wir abermals
Echtzeit-PCR Experimente durch. Hier konnte eine erhohte Expression des pro-apoptotischen
Gens Harakiri identifiziert werden. Es ist bekannt, dass Harakiri mit Bcl-2 interagiert und
dessen anti-apoptische Wirkung antagonisiert.”

Mit dem Eisenkomplex und den Rhodium(IIl)-Komlexen 2 und 3 wurden zudem ex vivo
Versuche auf Zellen von Patienten durchgefiihrt, die an Leukdmie erkrankt waren. Die
primédren malignen Zellen zeigten im Vergleich zu herkdmmlichen Zytostatika eine erhohte
Sensibilitdt gegeniiber der Behandlung mit den oben genannten Wirkstoffen. Dies traf
insbesondere fiir die Zellen eines ALL-Rezidivs zu, was einen weiteren Hinweis liefert, dass
die getesteten Substanzen in der Lage sind, Zytostatikaresistenzen zu iiberwinden.

Moderne Polychemotherapie besteht aus einer Kombination verschiedener zytostatischer
Wirkstoffe, wodurch potentielle synergistische Effekte ausgenutzt und unerwiinschte
Arzneimittelwirkungen minimiert werden. Man spricht von Synergie, wenn eine Substanz die

Wirkung einer anderen Substanz zu steigern vermag und der gemeinsame Effekt grofer ist,
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als die Summe der Einzeleffekte.** In Kombination mit Vincristin, einem Wirkstoff, welcher
in zahlreichen chemotherapeutischen Therapieregimen verwendet wird, konnte fiir
TitanocenY ein synergistischer Effekt von bis zu 236% beobachtet werden. Dieses Ergebnis
zeigt eine Einsatzmoglichkeit von TitanocenY als Komponente fiir eine Polychemotherapie
auf und bietet eine interessante Basis fiir weitere priklinische Untersuchungen.

Zusammengefasst induziert TitanocenY Apoptose in Leukdmie-, Lymphom- und
Melanomzellen in vitro. Der Wirkstoff aktiviert den Rezeptor-vermittelten Apoptose-
Signalweg tliber eine Hochregulation von Fas Ligand und wirkt auch auf malignen Zellen,
welche aufgrund der Uberexpression von Bcl-2 oder dem Transmembranprotein P-
Glycoprotein zelluldre Zytostatikaresistenzen ausgebildet haben. Der Titan-Komplex zeigt
des Weiteren ausgepragte synergistische Effekte mit Vincristin. Zuletzt qualifiziert die
Féhigkeit, Zytostatika-Resistenzen zu iiberwinden, das neuartige TitanocenY als einen
vielversprechenden Kandidaten fiir die Behandlung von therapierefraktiren malignen

Tumorerkrankungen.
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Abb. 1 a-b TitanocenY inhibiert die Tumorzellproliferation und induziert Apoptose in

Nalm-6 Zellen

a TitanocenY inhibiert die Tumorzellproliferation von Nalm-6 Zellen (B-Leukdmiezellen).
Die Zellen wurden entweder als Kontrolle unbehandelt belassen, oder mit verschiedenen
Konzentrationen von TitanocenY inkubiert. Nach 24 h wurde die Zellkonzentration mit einem
CASY®CellCounter + Analyzer System bestimmt. Die Inhibition der Proliferation ist in %
gegeniiber der Kontrolle £ SD (n = 3) angegeben.

b TitanocenY induziert DNA Fragmentierung in Nalm-6 Zellen (B-Leukdmiezellen). Die
Zellen wurden entweder als Kontrolle unbehandelt belassen, oder mit verschiedenen
Konzentrationen von TitanocenY inkubiert. Nach 72h wurde die DNA Fragmentierung
mittels Durchflusszytometrie bestimmt. Die DNA Fragmentierung ist in % + SD (n = 3)

angegeben
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Abb. 2 a-c Titanocen Y induziert Apoptose iiber den extrinsischen Signalweg und

unabhingig von der Expression der regulatorischen Proteine SMAC und Bcl-2

a BJAB FADD-dn Zellen (Lymphomzellen), welche eine dominant-negative FADD-Mutante
exprimieren und BJAB mock Zellen, welche das funktionelle FADD normal exprimieren,
wurden entweder mit verschiedenen Konzentrationen von TitanocenY inkubiert oder als
Kontrolle unbehandelt belassen. Nach 72h wurde die DNA Fragmentierung mittels
Durchflusszytometrie bestimmt. Die DNA Fragmentierung ist in % = SD (n = 3) angegeben.

b Jurkat SMAC Zellen (T-Leukimiezellen), welche das proapoptotische SMAC Protein
iiberexprimieren und Jurkat neo Zellen wurden entweder mit verschiedenen Konzentrationen
von TitanocenY inkubiert oder als Kontrolle unbehandelt belassen. Nach 72h wurde die DNA
Fragmentierung mittels Durchflusszytometrie bestimmt. Die DNA Fragmentierung ist in % =+

SD (n = 3) angegeben.

¢ MelHO Bcl-2 Zellen (Melanomzellen), welche das antiapoptotische Bcl-2 Protein
iberexprimieren und MelHO plres Zellen wurden entweder mit verschiedenen
Konzentrationen von TitanocenY inkubiert oder als Kontrolle unbehandelt belassen. Nach
72h wurde die DNA Fragmentierung mittels Durchflusszytometrie bestimmt. Die DNA

Fragmentierung ist in % = SD (n = 3) angegeben.
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Abb. 3 TitanocenY iiberwindet Resistenz gegen Vincristin

Vincristin ~ resistente  Nalm-6  Zellen (Nalm-6/Ver) (B-Leukdmiezellen) und die
entsprechenden nichtresistenten Nalm 6 Zellen wurden mit verschiedenen Konzentrationen
von TitanocenY sowie Paclitaxel (Taxol), Fludarabin (Flu) und Vincristin (Vcr) inkubiert

oder als Kontrolle unbehandelt belassen.

Nach 72h wurde die DNA Fragmentierung mittels Durchflusszytometrie bestimmt. Die DNA

Fragmentierung ist in % = SD (n = 3) angegeben.
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Abb.4 TitanocenY zeigt synergistische Effekte mit Vincristin

BJAB Zellen (Lymphomzellen) wurden entweder mit TitanocenY, mit Vincristin oder mit
einer Kombination von beiden Substanzen inkubiert. Um mogliche synergistische Effekte zu
untersuchen, wurden alle Substanzen in sehr niedrigen Konzentrationen verwendet. Nach 72h
wurde die DNA Fragmentierung mittels Durchflusszytometrie bestimmt. Die DNA

Fragmentierung ist in % = SD (n = 3) angegeben.
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