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Einleitung

1. Einleitung
1.1 Allgemeine Gesichtspunkte zur Chemotherapie maligner
Erkrankungen

Die Chemotherapie stellt neben der chirurgischen Intervention und der Radio-
therapie die dritte Saule in der Behandlung maligner Erkrankungen dar. Dabei
umfasst sie definitionsgemal alle Verfahren der pharmakologischen Therapie,
die in der Lage sind, Tumorleiden zu beeinflussen. Sie ist die einzig mogliche
Intervention mit systemischer Wirksamkeit (Schmitt, 1999). Eingesetzt werden
eine Vielzahl verschiedener Substanzen, sogenannte Zytostatika, meist in Form
einer Kombinations-Chemotherapie aus Praparaten mit unterschiedlichen Wirk-
mechanismen und Angriffspunkten im Zellzyklus sowohl der malignen als auch

der gesunden Zellen der Patienten.

111 Ziele und Probleme der Zytostatikatherapie

Ziel der Chemotherapie ist die Zerstérung oder Reduzierung der Anzahl
maligner Tumorzellen bzw. die Verhinderung eines weiteren Tumorwachstums.
Im Gegensatz zu anderen Bereichen der Pharmakotherapie ist hierbei aller-
dings hervorzuheben, dass die Zytostatika wegen ihrer im Allgemeinen
geringen therapeutischen Breite und linearen Dosis-Wirkungs-Beziehung haufig
bis an die Grenze der Toxizitat dosiert werden missen, um eine ausreichende
Wirksamkeit sicherzustellen (Huhn et Herrmann, 2001). Dadurch treten weit
mehr und haufiger unerwunschte Wirkungen auf als bei der Therapie mit
Medikamenten aus anderen Arzneimittelgruppen.

Die Mehrzahl der bisher eingesetzten Chemotherapeutika entfaltet ihre Wirkung
nicht selektiv und schadigt daher nicht nur die Tumorzellen, sondern auch die
gesunden Zellen eines Organismus. So fuhren beispielsweise Substanzen aus

der Gruppe der Antimetabolite (z.B. Methotrexat oder 5-Fluorouracil) zu einer
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Stérung der DNA- oder RNA-Synthese bzw. -Funktion und schadigen dadurch
vor allem schnell proliferierende Gewebe. Gewlinscht ist diese Wirkung in
bezug auf die Tumorzellen, die eine erhohte Mitoserate aufweisen. Unver-
meidlich mitbetroffen werden dabei aber sogenannte Wechselgewebe, deren
Zellen ebenfalls eine hohe Teilungsrate besitzen. Es resultieren typische un-
erwunschte Wirkungen wie eine meist dosisabhangige Knochenmarksde-
pression mit Leuko- und Thrombozytopenien oder auch Schleimhautveran-
derungen im Gastrointestinaltrakt mit Entzindung und Ulzeration.

Ein anderer Wirkungsmechanismus liegt den Arzneimitteln aus der Gruppe der
Alkylantien zugrunde. Sie gehen eine kovalente Bindung mit der DNA ein. In
deren Folge kommt es zu Synthesestorungen, Einzelstrangbrichen und auch
zur Reduplikation von DNA. Alkylierende Substanzen (z.B. Cyclophosphamid
oder Busulfan) verhalten sich somit im gesamten Zellzyklus zytotoxisch und
sind deshalb als potentiell mutagen und karzinogen anzusehen (Huhn, 2001).
Die Liste der unerwunschten Wirkungen lieRe sich an weiteren Beispielen
erheblich verlangern, nahezu alle Organfunktionen konnen durch die ver-
schiedenen Chemotherapeutika beeintrachtigt werden. Teilweise sind diese un-
erwiunschten Nebenwirkungen fir die Patienten sehr gefahrlich oder gar lebens-
bedrohlich und demzufolge oft dosislimitierend. Ist eine notwendige weitere
Dosissteigerung der sich bereits im Hinblick auf die Tumorerkrankung als
wirksam erwiesenen Chemotherapie nicht mehr maglich und gleichwertige
andere Therapien sind nicht verfigbar, bedeutet dies flir den Patienten in der

Regel eine deutliche Prognoseverschlechterung.

1.1.2 Neue Ansatze und Moglichkeiten einer selektiveren Therapie

Ein Ziel der Forschung auf dem Gebiet der Chemotherapeutika ist es daher,
neue Medikamente, Substanzen oder Verfahren zu finden, die eine hohere
Selektivitat fur Tumorzellen aufweisen, und dadurch geringere systemische

Nebenwirkungen zeigen.
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Dieser Ansatz findet beispielsweise Umsetzung in der Therapie mit mono-
klonalen Antikorpern, die speziell gegen tumorspezifische oder zumindest
tumorassoziierte Oberflachenmerkmale gerichtet sind und so Uber die
Aktivierung von immunologischen Mechanismen eine relativ spezifische Zell-
toxizitat vermitteln (Daniel et al., 1999).

Auch verschiedene gentherapeutische Konzepte sind in diesem Zusammen-
hang zu nennen. Es wurden sogenannte Suizidgen-Strategien entwickelt. Dabei
werden in die Tumorzellen selektiv Gene eingebracht, deren Aktivierung zur
Selbstzerstorung der transduzierten Zelle fuhrt, nicht entartete Zellen bleiben
weitgehend unbeeinflusst.

Eine am ehesten als ,kausale Krebstherapie“ zu bezeichnende Moglichkeit ist
die ,Reparatur® an Onkogenen und Tumorsuppressorgenen. Gelingt es, die
Funktion eines Tumorsuppressorgens wiederherzustellen bzw. Veranderungen
von Onkogenen rlckgangig zu machen oder nicht entstehen zu lassen, kann
die molekulargenetische Ursache fur die Entstehung bzw. fur das Wachstum
der Tumoren beseitigt werden.

Zur Gruppe der Onkogene, die in der Lage sind die Tumorentstehung zu indu-
zieren, zahlt auch das im nachfolgenden beschriebene Ras-Gen, welches somit
ein geeigneter Angriffspunkt fur neuere und vor allem selektivere Therapien

gegen maligne Erkrankungen ist.

1.2 p21 ras-Protoonkogene

1.2.1 Die Familie der Ras-Gene

Ras-Gene kommen in allen Eukaryonten vor und sind neben ihrer Rolle in
Neoplasien wichtige Regulatoren zahlreicher physiologischer Zellprozesse. Sie
nehmen u.a. Einfluss auf Differenzierung, Zellwachstum, Apoptose und Or-

ganisation des Zytoskeletts.
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Bisher konnten drei verschiedene Ras-Gene in menschlichen Genomen
identifiziert werden: H-Ras, K-Ras und N-Ras (Barbacid, 1990). Das H-Ras-
Gen wurde im Harvey-Sarkoma-Virus erstmals entdeckt und beschrieben.
Lokalisiert ist es auf dem kurzen Arm von Chromosom 11. In einem Virus mit
ahnlichen Eigenschaften, dem Kirsten-Sarkoma-Virus, wurde etwas spater K-
Ras entdeckt. Es liegt als groftes der drei Gene auf Chromosom 12, wahrend
N-Ras auf Chromosom 1 zu finden ist (Barbacid, 1987). Letzteres wurde
erstmals aus einer Neuroblastomzelllinie (SK-N-SH) isoliert (Shimizu et al.,
1983).

1.2.2 Struktur und Eigenschaften der Ras-Proteine

Die Proteine, die durch die drei verschiedenen Ras-Gene kodiert werden,
haben ein Molekulargewicht von jeweils 21 kDa, weshalb sie auch als p21-Ras-
Proteine bezeichnet werden (Barbacid, 1987). Man unterscheidet vier Proteine:
H-Ras, K-Ras A, K-Ras B und N-Ras, wobei die beiden K-Ras-Proteine zwei
unterschiedlich gesplicete Genprodukte darstellen. Alle p21-ras-Proteine sind
an der Innenseite der Zellmembran lokalisiert (Rowinsky et al., 1999).

Ras-Proteine umfassen 188 oder 189 Aminosauren und weisen eine sehr grof3e
Sequenzhomologie auf, die ersten 86 Aminosauren sind identisch. Eine grolde
Variabilitat zeigen lediglich die letzten 25 Aminosauren (Lowy und Willumsen,
1993). Von besonderer Bedeutung ist hier die sogenannte CAAX-Box, eine
charakteristische Aminosaurensequenz am Carboxylende. Hierbei steht das C
an viertletzter Stelle fur Cystein, gefolgt von zwei Aminosauren mit alipha-
tischen Seitenketten (A) und X fur verschiedene Aminosauren (Koblan et al.,
1996). Die entsprechenden Sequenzen dieser Tetrapeptide sind somit Cys-Val-
Leu-Ser (H-Ras), Cys-lle-lle-Met (K-Ras-A), Cys-Val-lle-Met (K-Ras B) und
Cys-Val-Val-Met (N-Ras) (Reiss et al., 1991). Auf die entscheidende Aufgabe
und Funktion der C-terminalen CAAX-Box im Hinblick auf posttranslationelle

Modifikationen am Ras-Protein wird spater eingegangen.
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Die Funktion und die biochemischen Eigenschaften der Ras-Proteine sind mit
denen von G-Proteinen (Guaninnucleotid-bindende Proteine) sehr gut zu ver-
gleichen. Sie Ubertragen eine Vielzahl verschiedener extrazellularer Signale
uber Rezeptoren an der Zelloberflache ins Zytoplasma, in dem sie zahlreiche
Kaskaden von Proteinkinasen, die letztendlich sowohl Prozesse im Zytoplasma
als auch im Zellkern steuern, initiieren (Rowinsky et al., 1999). Ras-Proteine
besitzen eine GTP-Bindungsstelle, eine GTPase-Aktivitat und eine GDP/GTP-
Austauschfunktion (Barbacid, 1987). Aktivierte Ras-Proteine tragen eine gebun-
dene Guanosintriphosphatgruppe (GTP). Mithilfe der intrinsischen GTPase-
Aktivitat gelingt es den Ras-Proteinen, tber die hydrolytische Spaltung von GTP
zu Guanosindiphosphat (GDP) in einen inaktiven (GDP-gebundenen) Konfor-
mationszustand Uberzugehen. Die endogene GTPase-Aktivitat wird Uber ver-
schiedene Wechselwirkungen gesteuert, u.a. wird sie Uber einen allosterischen
Aktivator, das GTPase aktivierende Protein (GAP), sowie durch das Gen-
produkt des Neurofibromatose 1 (NF-1)-Gens erhoht (Martin et al., 1990).
Physiologischerweise liegen Ras-Proteine bevorzugt in der GDP-gebundenen,

inaktiven Form vor (Cox und Der, 1997).

1.23 Pathophysiologie der Ras-Proteine

Ras-Gene konnen z.B. nach Exposition mit physikalischen oder chemischen
Karzinogenen Uber Punktmutationen innerhalb ihrer kodierenden Sequenzen
(oft reicht die Substitution einer einzigen Aminosaure aus) onkogene Aktivitat
erlangen (Barbacid, 1990). Sie gehdren zu den Onkogenen fur die die
Fahigkeit, Zellen in einen malignen Phanotyp zu transformieren, als erstes
beschrieben wurde (Koblan et al., 1996). Ras-Mutationen wurden in ca. 30%
aller beim Menschen vorkommender Malignome (darunter zahlreiche solide
Tumoren und auch hamatopoetische Tumorerkrankungen) nachgewiesen,
insbesondere in einer Vielzahl von kolorektalen- (50%) bzw. Pankreas-Kar-

zinomen (90%). Damit ist Ras das am haufigsten mutierte Onkogen (Barbacid,
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1990; Bos, 1989). In der Uberzahl der Falle ist dabei K-Ras betroffen, gefolgt
von N-Ras, wahrend H-Ras-Mutationen in menschlichen Tumoren nur selten
vorkommen (Bos, 1989; Lowy und Willumsen, 1993).

Die Mutationen, die am haufigsten in den Codons 12, 13, 59 und 60 auftreten,
fuhren dazu, dass eine Wechselwirkung zwischen dem allosterischen Aktivator
und der GTPase-Aktivitat der Ras-Proteine nicht mehr moglich ist (Bos, 1989;
Trahey und McCormick, 1987; Polakis und McCormick, 1992). Anstatt in den
GDP-gebundenen Zustand uberzugehen, aktiviert das mutierte Ras weiter
seine nachfolgenden Effektoren, obwohl die Stimulation durch extrazellulare
Wachstumsfaktoren langst nicht mehr besteht (Rowinsky et al., 1999). Es
stimuliert so fortwahrend das Zellwachstum und tragt dadurch zur Tumorgenese
bei.

1.24 Posttranslationelle Modifikationen und Ras-Signaltransduk-

tionswege

Ras-Proteine sind an der Innenseite der Zellmembran lokalisiert. Dorthin
gelangen sie nach einer Serie posttranslationeller Modifikationen, die an einer
im Zytoplasma synthetisierten Vorstufe (Pro-Ras) erfolgen (Manne et al., 1995).
Diese Modifikationen finden hintereinander in mehreren Abschnitten der CAAX-
Box am C-terminalen Ende der Proteine statt. Der wichtigste Einzelschritt ist
hierbei die Ubertragung eines Isoprenrestes auf den Cystein-Rest unter Bildung
eines Thioethers (Casey et al., 1989). AnschlieRend wird das AAX-Peptid pro-
teolytisch abgespalten und das neue C-terminale Ende des Proteins methyliert.
Alle Proteine aulRer K-Ras4B werden zudem noch palmitoyliert (Hancock et al.,
1991).

Obwohl all diese posttranslationellen Modifikationen zu einer gesteigerten
Hydrophobie des Proteins fiihren, die eine Assoziation an die Zellmembran
erleichtert, ist die initiale Farnesylierung der entscheidende Schritt, ohne den

eine Membranverankerung nicht mdglich ist (Rowinsky et al., 1999). Unfar-
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nesylierte Proteine verbleiben im Zytosol und haben ihre wachstums-
regulierende Funktion verloren (Garcia et al., 1993).

Hieraus ergibt sich die Uberlegung, durch Hemmung des Farnesylierungs-
schrittes Ubermaldig aktivierte Ras-Proteine zu inaktivieren und die trans-
formierten Zellen zu normalem Wachstum zurtckzufiuhren (Gibbs et al., 1993;
Kohl et al., 1993).

1.3 Die Familie der Rho-Proteine

Ras homologe (=Rho)-Proteine gehoren zur Superfamilie der Ras-Gene und
sind ebenfalls GTP-bindende Proteine mit einem Molekulargewicht von ca. 21
kD. Die Rho-Familie umfasst die Proteine RhoA-E, RhoG, Rac1, Rac2, TC10,
TTF und Cdc42 (Kaibuchi et al., 1999; Fritz et al., 1999).

Diese sind u.a. an der Regulation von Adhasion, Morphologie und Motilitat von
Zellen beteiligt. Des weiteren nehmen sie Uber verschiedene Signaltrans-
duktionswege auch Einfluss auf die Gen-Transkription im Zellkern (Hall, 1999).
In malignen Zellen kommt es haufig zur Akzentuierung oder Uberexpression der
Rho-Proteine. Diese Ereignisse korrelieren zum einen mit Tumorprogression
und der steigenden Fahigkeit zur Invasivitat (Fritz et al., 1999; Yoshioka et al.,
1999), zum anderen konnte auch eine deutlich héhere Expression der Rho-
Proteine in Metastasen beobachtet werden (Nakamori et al., 1996).

Obwonhl die Homologie innerhalb der verschiedenen Rho-Isoformen sehr hoch
ist, gibt es Hinweise dafur, dass die physiologischen Aufgaben doch recht
unterschiedlich sind. Unterstutzt wird diese These dadurch, dass sich RhoB von
RhoA beispielsweise hinsichtlich der Prenylierung am C-terminalen Ende und
der intrazellularen Lokalisation unterscheidet (Adamson et al., 1992).

In zahlreichen neueren Untersuchungen konnte aufllerdem gezeigt werden,
dass neben den strukturellen Ahnlichkeiten die Rho- und Ras-Genfamilien auch
funktionell betrachtet eng miteinander verkniipft sind. Uber einen bestimmten

Signaltransduktionsweg ist das Ras-Onkogen in der Lage, Rac und Rho zu
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aktivieren, weshalb besonders RhoA, RhoB und Rac als essentielle Faktoren
der Ras-vermittelten malignen Transformation gelten (Qiu et al., 1995;
Rowinsky et al., 1999).

1.4 Das Enzym Farnesyltransferase

141 Die Prenylierung von Proteinen

Im Jahre 1989 konnte durch mehrere Arbeitsgruppen der endgultige bio-
chemische, genetische und pharmakologische Beweis erbracht werden, dass
neben zahlreichen anderen Proteinen, darunter auch Rho, Lamin A, Lamin B
und G-Protein-Untereinheiten, auch Ras-Proteine eine spezielle posttrans-
lationelle Modifikation, die sogenannte Prenylierung, durchlaufen. Diese
chemische Reaktion ist essentiell fur die Funktionalitat der Proteine (Casey et
al.,1989; Hancock et al., 1989; Schafer et al., 1989) und betrifft insgesamt ca.
0,5-2% aller zellularen Proteine in vivo (Epstein et al., 1991).

Die Ubertragung eines Isoprenoids auf die verschiedenen Proteine wird von
drei verschiedenen Enzymen katalysiert: Farnesyltransferase (FTase), Geranyl-
geranyltransferase (GGTase) | und Il. Es handelt sich jeweils um Heterodimere
mit einer a- und B-Untereinheit (Casey, 1992), die ihr zu prenylierendes Protein
an der CAAX-Box am C-terminalen Ende erkennen. Stehen an letzter Stelle
dieses Tetrapeptids die Aminosauren Serin, Methionin oder Glutamin erfolgt
eine Farnesylierung, handelt es sich hingegen um Leucin, katalysiert die
GGTase | die Prenylierung (Glomset et al., 1991; Casey et al., 1991). Proteine
mit CC oder CXC als endstandige Aminosaurensequenz werden durch die
GGTase Il modifiziert (Gibbs und Oliff, 1997). Diese Substratspezifitat ist
allerdings nicht absolut, sondern nur praferenziell, so kdnnen beispielsweise
Methionin tragende Proteine auch durch die GGTase | und Leucin tragende

Substrate durch die FTase prenyliert werden (Casey und Seabra, 1996).
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Die FTase Ubertragt eine Cqs-Prenylgruppe, die GGTasen jeweils ein Cyo-
Prenylgruppe auf das zu prenylierende Protein. Die Isoprenoide werden dabei
von Farnesylpyrophosphat (FPP) und Geranylgeranylpyrophosphat, beides

Zwischenprodukte der Cholesterin-Biosynthese, bereitgestellt.

1.4.2 Charakterisierung der Farnesyltransferase

Fir die Ras-Proteine katalysiert die FTase die Ubertragung des Prenylrestes
auf die CAAX-Box. Das zytoplasmatische Enzym bindet dabei zunachst
Farnesylpyrophosphat (FPP) und erst danach das zu farnesylierende Protein.
AnschlieRend wird die C4s-Prenylgruppe unter Abspaltung eines Diphosphat-
restes Ubertragen.

Die endstandige Aminosaure beeinflusst dabei die Affinitat des Substrates zu
seinem Enzym. Handelt es sich um Serin, wie z.B. bei H-Ras, wird das Protein
weniger stark an die FTase gebunden. Die Affinitat der anderen Ras-Proteine
ist 10-20fach hoher (Reiss et al., 1991).

1.5 Inhibitoren der Farnesyltransferase

1.51 Allgemeines

Durch Hemmung der Proteinprenylierung verliert das Ras-Onkogen sein
Potential zur malignen Transformation, da die fur seine Funktion notwendige
Verankerung in der Zellmembran nicht moglich ist. Auf der Grundlage dieser
Tatsache und im Hinblick auf eine neue wirksame Chemotherapie, die fur eine

Vielzahl von Tumoren einsetzbar ware, wurden FTase-Inhibitoren entwickelt.
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Sie lassen sich drei verschiedenen Kategorien zuordnen:

1. FPP-Analoga: sie konkurrieren mit dem Substrat Farnesylpyrophosphat

um das Enzym FTase

2. Tetrapeptid-Analoga oder auch Peptidomimetika: sie konkurrieren mit
der CAAX-Region des zu prenylierenden Proteins um die FTase; zu
dieser Gruppe zahlt auch FTI-277

3. Bisubstratanaloga, bei deren Herstellung die Eigenschaften beider zuvor

genannter Klassen kombiniert wurden.

Obwonhl Farnesyltransferaseinhibitoren seit 1993 in vielen verschiedenen in vitro
und in vivo Studien gegen Tumorzellen eingesetzt werden, ist der genaue Wirk-
mechanismus bis heute noch ungeklart. Gesichert ist lediglich, dass FTls in der
Lage sind, sowohl die Farnesylierung von Ras zu verhindern als auch den
transformierten Ras-Phanotyp (durch Transfektion mit einem mutierten Ras-
Gen bezuglich Morphologie und Wachstumsverhalten veranderte Zellen) zu
blockieren (Lebowitz und Prendergast, 1998).

Zunachst nahm man an, dass diese beiden Effekte, entsprechend der
Grundidee aufgrund derer die Substanzen entwickelt wurden, auch direkt
kausal miteinander verknupft sind und sich so die vielfach beobachtete Wachs-
tumshemmung von Tumoren bei Behandlung mit verschiedenen FTIs erklaren
lieRe. Es zeigte sich wenig spater jedoch, dass bei Tumoren, bei denen die
Mutation K-Ras betraf, K-Ras stattdessen uUber die GGTase | geranylgeranyliert
wurde und so die onkogene Aktivitdat von Ras erhalten blieb. Dennoch konnte
das Wachstum dieser Tumorzellen durch FTI-Behandlung verhindert werden,
so dass ein anderer Wirkmechanismus als bisher angenommen daflr verant-
wortlich sein musste (Lerner et al., 1997). Darlber hinaus zeigten Unter-
suchungen zur Kinetik der FTl-induzierten phanotypischen Veranderung Ras-

transformierter Zellen, dass diese bereits nach 24-stundiger Behandlung voll-
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kommen abgeschlossen war. Bei einer Halbwertszeit des fertig modifizierten
Ras-Proteins von 24 Stunden (Prendergast et al., 1994) kann dieser Effekt rein
rechnerisch allerdings nicht nur durch einen simplen Funktionsverlust von Ras
erklart werden. Aullerdem reagierten auch andere Tumoren ohne onkogene
Ras-Aktivitat auf eine Hemmung der Farnesyltransferase mit einem Rickgang
des Tumorwachstums.

Das Vorhandensein einer Ras-Mutation ist daher keine unabdingbare Voraus-
setzung fir die Sensitivitdt eines Tumors gegenlUber Farnesyltransferase-
inhibitoren (Nagasu et al., 1995; Sepp-Lorenzino et al., 1995). Es gilt mittler-
weile sogar als gesichert, dass die Funktion des Ras-Proteins nicht unbedingt
durch FTIs gehemmt werden muss, um das Wachstum maligner Tumorzellen
zu verhindern (Lebowitz und Prendergast, 1998; Prendergast und Du, 1999).
Fir die beobachtete Wirkung auf Tumoren muss demnach die Inaktivierung

eines anderen Substrats der Farnesyltransferase verantwortlich sein.

1.5.2 Die FTI-Rho-Hypothese

Aber welches Protein kommt als sogenanntes ,Target X in Frage ? Es muss
sich dabei um ein Protein handeln, das zum einen farnesyliert wird und dessen
Funktion von dieser Modifikation abhangt und zum anderen muss es in der
Lage sein, die Ras-Transformierung zu antagonisieren, entweder auf direktem
oder auf indirektem Wege (Cox und Der, 1997).

Diskutiert werden in diesem Zusammenhang derzeit mehrere Proteine. Zu den
modglichen Kandidaten gehdren auch einige Proteine aus der Rho-Familie. Sie
werden ebenfalls posttranslationell farnesyliert, entweder durch die FTase oder
die GGTase | und spielen eine entscheidende Rolle bei der malignen Trans-
formation durch Ras (Prendergast et al., 1995; Qiu et al., 1995).

Der bis heute am haufigsten untersuchte und bisher vielversprechendste
Kandidat aus dieser Genfamilie ist RhoB, ein endosomal lokalisiertes Protein,

das u.a. an der Regulation von Zellzyklus und Zellproliferation beteiligt ist
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(Jahner und Hunter, 1991; Zalcmann et al., 1995). Es existiert in vivo sowohl in
einer geranylgeranylierten (RhoB-GG) als auch in einer farnesylierten Form
(RhoB-F), wobei sich diese beiden Isoformen im Hinblick auf ihre jeweiligen
Funktionen bei der Regulation des Zellwachstums unterscheiden (Du und
Prendergast, 1999; Lebowitz et al.,1997). FTIs hemmen die FTase-vermittelte
Prenylierung, wodurch der Anteil an RhoB-F abnimmt. Stattdessen werden die
neu synthetisierten Rho-Proteine durch die GGTase | geranylgeranyliert, so
dass vermehrt die Form RhoB-GG in der Zelle vorliegt. Dieser neue Zustand
geht im Fibroblastenmodell mit einer Veranderung der Lokalisation innerhalb
der Zelle und dem Verlust der wachstumsstimulierenden Funktion von RhoB
einher (Lebowitz et al., 1995 und 1997). RhoB-GG hat demnach selbst anti-
neoplastische Wirkung und liefert eine mogliche Erklarung dafur, wie FTIs auch
bei nicht Ras-mutierten Tumoren zu einer Wachstumshemmung flihren kénnen
(Du et al., 1999; Prendergast und Du, 1999). Uber die Aktivitatsminderung von
RhoB durch Abnahme von RhoB-F oder durch Zunahme von RhoB-GG in der
Zelle kommt es aulerdem zum Verlust der onkogenen Ras-Aktivitat (Lebowitz
et al., 1995 und 1997).

Auch ein Blick auf die Kinetik bestatigt RhoB als geeigneten Kandidaten, Uber
den sich die FTI-Wirkung auf Tumoren erklaren lasst. Das Rho-Endprodukt hat
eine Halbwertszeit von nur 2-4 Stunden. Durch Behandlung mit FTls gelingt es
daher sehr schnell, den funktionellen RhoB-Level in der Zelle zu reduzieren.
Dementsprechend lasst sich auch die bereits nach 24-stindiger FTI-Behand-
lung abgeschlossene phanotypische Veranderung von Ras-transformierten
Fibroblasten auf die Aktivitatsminderung von RhoB zurlckfihren (Lebowitz und
Prendergast, 1998).

Neben RhoB zahlen noch weitere Proteine aus derselben Familie (z.B. RhoD
oder RhoE), aber auch viele andere zu farnesylierende Proteine weiterhin zu
den moglichen Angriffspunkten fur FTIs. RhoB bzw. RhoB-GG ist allerdings
bisher das einzige Protein, fir das es handfeste biochemische und biologische
Hinweise gibt, die durch FTI-Behandlung hervorgerufenen antineoplastischen
Effekte zu vermitteln oder zumindest ein essentieller Bestandteil des Wirk-

mechanismus zu sein (Liu et al., 2000).
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1.5.3 Effekte von Farnesyltransferaseinhibitoren auf Tumorzellen in

vitro und in vivo

Uber viele Jahre intensiver Forschung bewiesen FTls im Rahmen von in vitro,
in vivo und inzwischen auch ersten klinischen Studien eine hohe Wirksamkeit
gegen eine Vielzahl unterschiedlicher Tumoren.

In einer bereits 1995 durchgeflhrten grof3eren experimentellen Studie waren
70% der 42 getesteten menschlichen Tumorzelllinien, die unterschiedlichste
genetische Alterationen aufwiesen, FTl-sensitiv. Sensitivitat wurde dabei als
mindestens 50%-ige Hemmung der Koloniebildung bei einer Hemmstoff-
konzentration von 20 uM definiert (Sepp-Lorenzino et al., 1995). Die hier flr den
FTI L-744,832 gefundenen Ergebnisse korrelierten gut mit den spater unter-
suchten Effekten von R115777, einem neueren FTI (End et al., 2001).

Auch das Koloniewachstum maligner hamatopoetischer Vorlauferzellen lasst
sich durch FTls verhindern (Emanuel et al., 2000; Mahgoub et al., 1999). So
wurden u.a. entartete Progenitorzellen, die fur das Krankheitsbild der juvenilen
myelomonozytaren Leukamie (JMML) verantwortlich sind, durch FTI L-739,749
bzw. FTI L-744,832 erfolgreich dosisabhangig bis zum kompletten Wachstums-
stillstand ab einer Konzentration von 10 umol/l FTI gehemmt (Emanuel et al.,
2000).

Dass nicht nur Ras-mutierte Tumoren auf die FTI-Behandlung ansprechen, war
ein weiteres Ergebnis der beiden bereits oben erwahnten Versuche von Sepp-
Lorenzino et al. (1995) und End et al. (2001). Letzterer zeigte fur den
Hemmestoff R114777, dass ca. 80% der 53 nicht Ras-mutierten menschlichen
Tumorzelllinien auf eine FTI-Behandlung mit einem mindestens 50%-igen
Ruckgang der Zellzahl bei einer Konzentration von <10 nM reagierten (End et
al., 2001). Auch verschiedene Astrozytomzelltypen, bei denen ebenfalls keine
Ras-Mutationen vorkommen, sind FTI-sensibel. Die hier beobachteten ICsg
lagen zwischen 5,3 und 17,4 uM. Der verwendete Hemmstoff FTI L-744,832
hatte dabei sowohl zytostatische als auch zytotoxische Effekte.

FTls wirken Uber verschiedene Wirkmechanismen. In Abhangigkeit von der

vorliegenden Zellpopulation hemmen die Substanzen Zellproliferation und/oder
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Angiogenese, fihren zu einer gesteigerte Apoptoserate und/oder beeinflussen
den Zellzyklus (End et al., 2001; Feldkamp et al., 1999; Ngrgaard et al., 1999)
In den Zellzyklus greifen sie beispielsweise Uber eine Verhinderung der bi-
polaren Spindelzellformierung ein. Dadurch kam es nach FTI-Behandlung bei
zwei menschlichen Lungentumorzelllinien zum Zellzyklusarrest in der Prometa-
phase des Mitosezyklus (Crespo et al.,, 2001). Vogt et al. (1997) konnten
aullerdem zeigen, das der Stop des Zellzyklus an unterschiedlichen Stellen
stattfinden kann, je nach Tumorzelltyp z.B. in der Go/G4- oder Gy/M-Phase.
Teilweise laufen Zellzyklusarrest und Apoptoseeinleitung nebeneinander in den
Zellen ab, dabei ist die apoptotische Antwort p53-unabhanigig und nicht bei
allen FTls an der Tumorregression beteiligt (Barrington et al., 1998; Lebowitz et
al., 1997; Miquel et al.,1997).

In einigen Studien wurde beobachtet, dass die FTI-Effekte eher zytostatisch
sind und damit auch reversibel, denn die behandelten Zellen zeigten nach
Absetzen des FTI wieder ihren transformierten Phanotyp (Prendergast et al.,
1994; Nagasu et al., 1995). Bei Allgemeingultigkeit wirde diese Beobachtung
die Notwendigkeit einer chronischen Therapie der Malignome implizieren und
eventuell einen hdoheren Therapieerfolg von FTls bei Verwendung in Kom-
bination mit anderen Zytostatika vermuten lassen (Cox und Der, 1997; Gibbs
und Oliff, 1997; Sebti und Hamilton, 1997).

1.5.4 Toxizitat der FTls

Ein weiterer Pluspunkt der Farnesyltransferaseinhibitoren ist der bis dato
fehlende Hinweis auf eine wesentliche Toxizitat gegenuber gesunden Zellen
(Sepp-Lorenzino et al., 1995). Dies konnte so nicht erwartet werden, da
bekannt ist, dass der Prozess der Farnesylierung bei vielen Proteinen physio-
logischerweise stattfindet und man daher annahm, dass sich daraus Neben-
wirkungen ergeben wirden.

Zunachst durchgeflihrte Mausversuche mit Tumoren aus verschiedenen

menschlichen Tumorzelllinien erbrachten jedoch diesbezuglich einheitlich erste
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erfreuliche Erkenntnisse. Das Peptidomimetikum B956 bzw. dessen Prodrug
B1086 zeigte nach 18-tagiger Anwendung bei ausreichender Hemmung des
Tumorzellwachstums keine toxischen Effekte auf verschiedene Gewebe der
behandelten Mause (Nagasu et al., 1995).

In einem weiteren Tiermodell wurden nach Verabreichung einer Tagesdosis des
FTI-276 von 50 mg/kg KG Uber einen Zeitraum von 36 Tagen bei den be-
handelten Nacktmausen, die Zellen eines Bronchialkarzinoms trugen, makros-
kopisch ebenfalls nicht die geringsten Zeichen von Toxizitat gefunden. Selbst
eine Dosissteigerung auf einmalig 180 mg/kg KG fuhrte hier zu keinerlei Ver-
anderungen (Sun et al.,, 1995). Auch Versuchsmodelle mit anderen FTls
bestatigten das Fehlen schwerwiegender Nebenwirkungen. Selbst histologische
Untersuchungen zahlreicher Organe von mit dem FTI L-744,832 (40 mg/kg KG
uber maximal elf Wochen) behandelten Mausen, darunter auch das Knochen-
mark, Schleimhaute des Gastrointestinaltrakts, Hirngewebe und Subkutan-
gewebe aus dem Bereich der Injektionsstelle des Chemotherapeutikums, offen-
barten keine Gewebsschaden, die auf die Behandlung zuruckgefuhrt werden
konnten. Weiterhin kam es unter der Behandlung weder zu Diarrhéen oder
Gewichtsabnahme, so das insgesamt gesehen sogar eine chronische Therapie
im Tierversuch aulerst vertraglich zu sein scheint (Kohl et al., 1995).

In kUrzlich durchgefuhrten ersten klinischen Studien (Phase 1) wurden allerdings
doch substanzbedingte Nebenwirkungen festgestellt. Bei der Behandlung von
20 Patienten, die histologisch oder zytologisch gesicherte solide Tumoren
aufwiesen, kam es nach siebentagiger Verabreichung einer oralen Tagesdosis
von 50, 200 oder 400 mg SCH66336, einem neuen trizyklischen FTI, zu
deutlichen Beeintrachtigungen mehrerer Organsysteme. Diese erstreckten sich
u.a. von Leukopenien und Neutropenien Uber gastrointestinale Symptome
(Nausea, Diarrhé und Erbrechen) als haufigste nicht hamatologische Neben-

wirkung bis hin zur moderaten reversiblen Niereninsuffizienz (Adjei et al., 2000).

-15 -



Einleitung

1.5.5 FTI-277

FTI-277 gehort zur Gruppe der CAAX-Analoga der dritten Generation, es stellt
den Methylester von FTI-276 dar. Durch diese Modifizierung erhalt der zentrale

Anteil eine héhere Hydrophobie und damit eine bessere Membrangangigkeit.

HS

L/
N
HoN

Abb. 1: Strukturformel des FTI-277

FTI-277 erwies sich als potenter Hemmstoff der H-Ras-Prozessierung (ICsp=
0,1 uM). Auch N-Ras ist sehr sensitiv, seine Prenylierung konnte durch FTI-
Konzentrationen von nur 5 uM bereits vollstandig verhindert werden (Lerner et
al., 1995). Im Gegensatz dazu ist die Fahigkeit auch die Modifizierung von K-
RasB zu hemmen mit einer ICso von 20 uM nur sehr gering (Sebti und Hamilton,
1996) bzw. gar nicht vorhanden (Sun et al., 1995). Es stellte sich heraus, dass
fur eine Hemmung der K-Ras-Prozessierung bei einigen Tumorzelllinien eine
Kombinationsbehandlung bestehend aus FTI-277 und einem GGTI notwendig
ist. In Mausmodellen dagegen reicht FTI alleine aus, um das Wachstum von
K-Ras-mutierten Tumoren zu stoppen (Sun et al., 1998). Dies weist wiederum
daraufhin, dass neben K-Ras auch andere zu prenylierende Proteine flr das
TumorzellUberleben eine entscheidende Rolle spielen.

FTI-277 besitzt eine hohe Selektivitat fur die Farnesyltransferase und wirkt

bereits in einem Konzentrationsbereich, in dem die Prozessierung von
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Proteinen durch die GGTasen noch nicht beeinflusst wird (Lerner et al., 1995).
Bei in vitro-Versuchen mit einer myeloischen Leukamie-Zelllinie (NB-4) bzw.
menschlichen Tumorzellen eines pulmonalen Adenokarzinoms (A549), fuhrte
die Behandlung mit FTI-277 zu einem Zellzyklusstop in der G,/M-Phase. Eine
gesteigerte Apoptoserate wurde in diesen Zellen nach FTI-Behandlung nicht
beobachtet (Morgan et al., 2001; Miquel et al., 1997 ).

1.6 Fragestellung

Farnesyltransferaseinhibitoren gehdren zu einer Gruppe neuerer und vor allem
selektiverer Substanzen, die das Spektrum der Chemotherapien zur Behand-
lung maligner Tumoren erweitern sollen. Ein besonderer Vorteil dieser Wirk-
stoffe, der sich erst im Laufe der ersten in vitro Versuche mit verschiedenen
Tumorzelllinien herausstellte, sind die Hinweise auf das Fehlen einer wesent-
lichen Toxizitat gegenuber gesunden Zellen. Dieses Merkmal steht im starken
Gegensatz zu nahezu allen bisher bekannten Substanzen, die gegen Neo-
plasien eingesetzt werden, da deren Nebenwirkungen oft so stark sind, dass sie
die Dosis limitieren. Am haufigsten wird das Knochenmark substanzspezifisch
geschadigt; da dessen Zellen aufgrund ihrer hohen Teilungsrate auf zyto-
toxische Substanzen besonders empfindlich reagieren.

Ziel dieser Arbeit war es daher, dieses gunstige Nebenwirkungsprofil genauer
zu untersuchen. Liel3e sich bestatigen, dass bei FTI-Behandlung gesunde
hamatopoetische Zellen nicht oder nur unwesentlich geschadigt werden, ware
dies im Hinblick auf die spatere Anwendung des Chemotherapeutikums

besonders vielversprechend und gunstig.
e Mit Hilfe des Knochenmarks-Stammzell-Assays CFUc sollten daher in

den nachfolgend beschriebenen Versuchen die direkten Auswirkungen

des Peptidomimetikums FTI-277 auf CD34"-Zellen gesunder Spender
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konzentrationsabhangig anhand des Wachstums der hamatopoetischen

Kolonien beobachtet werden.

Eine zweite Aufgabenstellung ergab sich, weil die verwendete Substanz
FTI-277 laut Herstellerangaben in DMSO gelost werden muss. Da dieses
Losungsmittel selbst zellschadigend wirkt, sollten die beobachteten
Effekte auch daraufhin untersucht werden, ob sie allein durch die

Farnesylierungshemmung oder auch durch DMSO ausgel6st werden.
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2. Material und Methoden

21 Material

211 Gerate

Begasungsbrutschrank:
Modell B 5060 EC-CO;

Heraeus, Hanau

Mikroskope:
Leitz Fluovert FS
Olympus CX 40

Leitz, Wetzlar

Olympus, Japan

Neubauer Zahlkammer

Pipettiergerate:

Pipetboy Plus

verstellbare Eppendorfpipetten (1-10 ul,
10-100 pl, 100-1000 pl)

Integra Biosciences, Fernwald

Eppendorf, Hamburg

Sterilbank:

HLB 2472 GS Heraeus LaminAir Heraeus, Hanau
Wasserbad:

Typ 1803 GFL, Burgwedel
Zentrifuge:

Variofuge K Heraeus-Christ, Osterode
21.2 Arbeitsmaterialien und Laborbedarf

Petrischalen (10 x 35 mm)

Falcon, Heidelberg

Petrischalen (20 x 145 mm)
sterile Plastikpipetten (1, 2, 5, 10 und 25 ml)

Greiner, NUrtingen

sterile Plastikrohrchen (12 x 75 mm)
Plastikréhrchen (15 ml)

Greiner, NUrtingen
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sterile Pipettenspitzen fir Eppendorf-

pipetten

Sarstedt, Nimbrecht

21.3 Chemikalien

Kulturmedium Methocult SF H4436
Verdunnungsmedium Myelocult M5300

Cell Systems, St. Katharinen

PBS Dulbecco w/o Ca?" und Mg

Biochrom, Berlin

FTI-277

Calbiochem, Heidelberg

EDTA-Puffer 0,25 Mol/l, pH 8,0

Universitatsapotheke Tubingen

Albumin-Lésung 20 BaWu

DRK Blutspendedienst,

Baden-Baden

Trypanblau (0,4%)

Sigma, Mlinchen

DMSO Merck, Darmstadt
Ethanol Merck, Darmstadt
21.4 Zellen

Fir die Anfertigung von CFUc-Assays stellte die Kinderklinik Ttbingen jeweils
wenige Milliliter Leukapheresat aus dem peripheren Blut von insgesamt 16 allo-
genen Stammzellspendern zur Verfugung. Dabei handelte es sich um soge-

nannte ,zu verwerfende Proben®, die zur Zellzdhlung separiert wurden und

anschlielRend dem Empfanger nicht mehr zugefiihrt werden kénnen.
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2.2 Methoden

2.21 Leukapheresatgewinnung

Zur allogenen Stammzellspende vorgesehene Spender wurden zunachst sechs
Tage lang mit 10 ug G-CSF (Granulozytenkolonie-stimulierender Faktor) pro kg
KG/d behandelt, um die hamatopoetischen Stammzellen aus dem Knochen-
mark zu mobilisieren und in das periphere Blut auszuschwemmen. Die eigent-
liche Leukapheresatgewinnung erfolgte an den Tagen funf und sechs nach
Beginn der G-CSF-Verabreichung mittels Zentrifugation des Spenderblutes in
einem Zellseparator (Cobe Spectra, Planegg). Dabei wurden dem Spenderblut
die Antikoagulanzien ACD-A (maximales Blut/ACD-A-Verhaltnis 12:1, mini-
males Blut/ACD-A-Verhaltnis 24:1 je nach individuellen Gegebenheiten) und
Heparin (600 Einheiten/100ml) zugesetzt, die sich damit auch in der spater ge-

wonnenen Zellsuspension befanden.

2.2.2 Vorbereiten des Leukapheresats

Das Leukapheresat wurde mit PBS gewaschen. Diese PBS-Losung war mit
humanem Serumalbumin (2%-ig) sowie EDTA-Puffer (0,8%-ig) supplementiert
worden, um eine spatere Gerinnung zu verhindern. Der Uberstand wurde nach
zehnminutiger Zentrifugation bei 400 g abgesaugt und das Zellpellet in ein

Verdinnungsmedium (Myelocult M5300) aufgenommen.
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223 Zellzahlbestimmung

Zur Bestimmung der Zellzahl pro Milliliter werden 10 ul der Zellsuspension mit
10 pl 0,4%-igem Trypanblau gemischt und in die Neubauer Zahlkammer ein-
gefullt. Abgestorbene Zellen farben sich mit Trypanblau an, wahrend Zellen mit
intakter Zellmembran ungefarbt bleiben und so unterschieden werden konnen.
Bei 100facher Vergrollerung werden mehrere Quadranten der Zahlkammer (je
16 Quadrate) unter dem Mikroskop ausgezahlt und aus den Einzelwerten der
Mittelwert gebildet. Multipliziert man den Mittelwert der Zellzahlen in den
Quadranten mit 10* und dem Verdiinnungsfaktor, so erhalt man die Zellzahl pro

ml.

224 Methylzellulosemedium

Das fur die CFUc-Assays verwendete Methylzellulosemedium (Methocult SF
H4436) beinhaltete folgende Bestandteile:

1% Methylzellulose in IMDM
1% BSA
10 ng/ml Rinderinsulin

200 ng/ml  Eisen-gesattigtes humanes Transferrin

3 U/ml rh Erythropoetin
10* M 2-Mercaptoethanol
2 mM L-Glutamin

50 ng/ml rh Stammzell-Faktor
20 ng/ml rh IL-3

20 ng/ml rh IL-6

20 ng/ml rh G-CSF
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Das gefrorene Medium wurde im Wasserbad bei 37°C aufgetaut, unter sterilen
Bedingungen in 3,5 ml-Aliquote Uberfihrt und bis zur Verwendung bei —20°C

aufbewahrt.

225 Herstellung der Stammlosung des Farnesyltransferase-
inhibitors (FTI)

Dazu wurden 250 ug des FTI-277 in 112 ul DMSO bzw. Ethanol aufgeldst. Dies
entspricht einer 5 mM Stammldsung, deren Lagerung bis zur Verwendung bei
—20°C erfolgte.

2.2.6 CFUc-Assay (Colony-Forming-Unit-Culture-Assay) mit

hamatopoetischen Knochenmarkszellen

Bereits 1977 beschrieb D. Metcalf Methodik und Mdéglichkeiten der Kultivierung
von hamatopoetischen Zellen in vitro (Metcalf, 1977). Die damals von ihm je
nach angestrebtem Kolonietyp zum Wachstum erforderlichen Zusatzfaktoren
mischte er zu seinem Grundmedium hinzu. In Anlehnung an diese MalRgaben
und Hinweise wurden die Versuche mit dem bereits vorgefertigten speziellen
Nahrmedium fir hamatopoetische Zellen, Methocult SF H4436 der Fa. Cell
Systems, durchgefuhrt.
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2.2.6.1 Durchfiihrung der CFUc-Assays

Die einzelnen Versuche wurden als Dreifachbestimmung vorbereitet und steril
durchgefuhrt.

Nach Auftauen der Mediumaliquote im Wasserbad bei 37°C wurde zu je 3,5 ml

Methylzellulosemedium zunachst pro Ansatz die entsprechende Menge der FTI-
Stammldsung bzw. des Losungsmittels, DMSO oder Ethanol, zugegeben und
mit einer 2 ml Einmalpipette grindlich durchmischt. AnschlieRend wurde zu den
Aliquoten jeweils das Volumen der Zellsuspension gegeben, das 700 000

Zellen enthalt und dies erneut vermischt.

Jeweils 1 ml des entstandenen Ansatzes wurde in Petrischalen (10 x 35 mm)
ausplatiert und anschlieend fur elf Tage im Brutschrank (37°C, 5% CO,)
inkubiert.

2.2.6.2 Auswertung der CFUc-Assays

Nach elf Tagen Inkubation im Brutschrank wurden die Koloniezahlen der
einzelnen Petrischalen unter dem Mikroskop bei 32facher VergroRRerung
bestimmt. Dabei wurden Zellansammlungen ab einer Grofde von 50 Zellen als
Kolonie gewertet, lag die Zellzahl darunter, handelte es sich um sogenannte

,Cluster”, die im Rahmen der Auswertung nicht bericksichtigt wurden.

2.2.7 Statistische Auswertung der Ergebnisse

Um eine Aussage uber die Signifikanz der erhaltenen Ergebnisse treffen zu

konnen, wurden Kovarianzanalysen durchgefuhrt.
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Dabei wurde zunachst untersucht, ob der Wert von ,log10 (Kol+1)“(mathe-
matischer Ausdruck der sich ergebenden Koloniezahlen in den CFUc-Assays)
durch die Variable ,Spender® (nominal; als zufalliger Effekt modelliert) beein-
flusst wird, da Proben von insgesamt 16 unterschiedlichen Stammzellspendern
verwendet wurden. AulRerdem wurde der Einfluss der jeweiligen Haupteffekt-
Variablen FTI-, DMSO- oder Ethanolkonzentration (alle kontinuierlich) auf die
Zielvariable ,Koloniezahl® (log10 (Kol+1); kontinuierlich) uberpruft. Zudem
wurden mogliche Wechselwirkungen zwischen Hemmstoff (FTI-277) und

Ldsungsmittel (DMSO oder Ethanol) untersucht und ggf. bertcksichtigt.
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3. Ergebnisse
31 Koloniewachstum und —morphologie
3141 Beschreibung der unterschiedlichen Koloniemorphologien

Aus dem Knochenmark mobilisierte Blutstammzellen bilden unter dem Einfluss
von verschiedenen Zytokinen in halbflissigem Medium (Methylzellulose) nach
7-14 Tagen charakteristische Kolonien reifer Blutzellen, die als colony-forming-
units (CFU) und burst-forming-units (BFU) bezeichnet werden. Sie lassen sich
weiter in folgende Subklassen unterteilen, die in den Kulturen morphologisch

differenziert werden konnten (Metcalf, 1977; Eaves und Lambie, 1995):

Erythropoetische Kolonien:

Erythropoetische Vorlauferzellen generieren Kolonien, die aus einer variablen
Anzahl von Clustern aus hamoglobinisierten Erythroblasten bestehen. Abb. 2
zeigt eine typische Kolonie, die aufgrund ihrer charakteristischen roten Farbung
und der kompakten Zellformation gut zuzuordnen ist. Haufig besteht allerdings
eine ,Gesamt-Kolonie“ aus mehreren dieser kompakten Zellansammlungen, die
etwas verstreut im Methylzellulosemedium liegen (siehe auch Abb. 3).

Die erythropoetischen Kolonien lassen sich weiter in CFU-E und BFU-E sub-

klassifizieren.

1. CFU-E:

So werden die Vorlauferzellen der kleinsten und am schnellsten reifenden
erythroiden Kolonien bezeichnet. Die Kolonien bestehen aus nur wenigen
Clustern mit insgesamt zwischen 100 und 200 Erythroblasten und gehdéren zu

denjenigen, die in vitro als erste zu lysieren beginnen.
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2. BFU-E:

Die ,burst-forming-units-erythroid“ sind im Vergleich zu den CFU-E die
primitivere Subklasse der Vorlauferzellen aus der roten Zelllinie. Wegen ihrer
grolReren Proliferationsfahigkeit entstehen aus ihnen groRere Kolonien.
Zwischen einem und 16 Cluster kdnnen zu einer Kolonie beitragen und dem-
entsprechend bis zu 10* oder mehr einzelne Erythroblasten enthalten (Abb. 2
und 3).

Abb. 2: BFU-E-Kolonie aus mobilisierten Knochenmarks-Stammzellen:
Inkubationszeit in Methocult SF H4436: 11 Tage bei 37°C; 200fache Ver-
gréBerung
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Abb. 3: Verstreuter angeordnete BFU-E-Kolonie mit zwei deutlich voneinander
abgrenzbaren groBen Zellansammlungen:
Inkubationszeit der mobilisierten Knochenmarks-Stammzellen: 11 Tage bei
37°C; VergréBerung: 63fach

Myeloische Kolonien:

Dazu zahlt man die Vorlauferzellen von Granulozyten (CFU-G), Makrophagen
(CFU-M) oder von beiden zugleich (CFU-GM). Unter den granulozytaren
Kolonien findet man in Methylzelluloseansatzen vor allem Neutrophilen-
Vorstufen, wahrend Basophile aullerst selten in Routine-Assays beobachtet
werden kdnnen. Kolonien mit eosinophilen Vorlauferzellen sind wiederum etwas
haufiger, besonders wenn, wie in den vorliegenden Versuchen, Zellen aus dem
peripheren Blut flr die Ansatze verwendet werden.

Wie die Abb. 4 und 5 veranschaulichen, stellen sich die Zellen der myeloischen
Kolonien im Vergleich zu Kolonien aus der roten Zelllinie, nicht als dichte,
dunkle Zellen dar, sondern als rundliche Strukturen mit hellem Zentrum und
dunklem Rand.

Im Assay zeigen Granulozyten und Makrophagen eine sehr ahnliche Mor-

phologie. An einigen spezifischen Merkmalen sind sie dennoch leicht zu
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unterscheiden. Granulozyten sind kleine Zellen, die sehr kompakte Kolonien
bilden. Makrophagen dagegen sind deutlich gréflier als Granulozyten und liegen
innerhalb ihrer Kolonie nicht so dicht beieinander.

Abb. 4: CFU-GM aus mobilisierten Knochenmarks-Stammzellen:
Inkubationszeit in Methocult SF H4436: 11 Tage; VergréRerung: 200fach

Abb. 5: Hamatopoetische Kolonien aus mobilisierten Knochenmarks-Stamm-
zellen:
In der Bildmitte erkennt man eine CFU-G, dariiber stellt sich eine BFU-E und in
Richtung des linken unteren Bildrandes eine CFU-E dar; 63fache Vergré3erung
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Multi-lineage Kolonien:

Diese sogenannten CFU-GEMM sind sehr frihe Vorlauferzellen, aus denen
noch viele verschiedene Zelltypen hervorgehen konnen, in der Regel auch
erythroide Zellen. Teilweise findet man nur wenige Granulozyten und Makro-
phagen am Rand um einen dichten Kern von Erythroblasten, wodurch diese
Kolonien leicht mit reinen BFU-E bzw. CFU-E verwechselt werden konnen.
Zwei solche CFU-GEMM zeigt Abb. 6.

Abb. 6: Zwei CFU-GEMM:
Inkubationszeit der mobilisierten Knochenmarks-Stammzellen in Methocult SF
H4436: 11 Tage bei 37°C; VergréRerung 100fach
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3.1.2 Einfluss der Inkubationszeit auf das Koloniewachstum

In Vorversuchen wurden die Leukapheresezellen von sechs verschiedenen
Spendern unterschiedlich lange im Brutschrank inkubiert und anschliel3end die
Koloniezahl pro Petrischale wie beschrieben unter dem Mikroskop nach 7, 9, 11
bzw. 14 Tagen ausgezahlt. Erfolgte die Auswertung nach sieben oder neun
Tagen, waren vor allem CFU-E/BFU-E zu finden, die teilweise noch nicht hamo-
globinisiert waren und daher mit CFU-GM verwechselt werden konnten. Bei
einer Inkubationszeit von mehr als elf Tagen, begannen einige erythrozytare
Kolonien bereits zu lysieren. Nach weiteren drei Tagen waren manche granulo-
zytare Kolonien so grof3, dass sie untereinander zu konfluieren begannen bzw.
andere, kleinere Kolonien durch ihre GroRe Uberdeckten, was zu einem
verfalschten Auszahlungsergebnis flhren wiarde. Die optimale Inkubationszeit

wurde daher flr die folgenden Versuche auf elf Tage festgelegt.

3.1.3 Koloniewachstum im Methylzellulosemedium aus

Leukapheresen unterschiedlicher Spender

Aus Leukapheresen zehn gesunder Stammzellspender wurden CFUc-Assays
als Kontrolle flir die unten beschriebenen Versuche mit FTI-277 durchgefuhrt.
Je 7 x 10° Zellen wurden als Zellsuspensionen ohne weitere Zusatze in das
Methylzellulosemedium Uberfihrt. Nach elftdgiger Inkubation erfolgte die
mikroskopische Auszahlung. Aus den als Dreifachbestimmung durchgeflhrten
Versuchen wurden zunachst die Mittelwerte fur die einzelnen Spender be-
rechnet. Aus diesen zehn Werten wiederum ergab sich dann ein mittleres
Koloniewachstum von 73,6 Kolonien je 7 x 10° Zellen. Dabei waren groRe inter-
individuelle Unterschiede in den verschiedenen Leukapheresaten zu
beobachten, der Gehalt an koloniebildenden Zellen variierte zwischen 14 und

197 Kolonien pro 7 x 10° Zellen der Leukapheresate.
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3.2 Einfluss von FTI-277 in DMSO auf das Koloniewachstum

Fur diese Versuchsreine wurden dem Methylzellulosemedium neben dem
berechneten Volumen der Zellsuspension, das 7 x 10° Zellen enthielt, auf-
steigende Konzentrationen der mit DMSO hergestellten Stammldsung des Far-
nesyltransferaseinhibitors 277 zugegeben. Je drei Petrischalen wurden mit 3,5
ul, 7 wl, 14 ul, 28 ul bzw. 56 pul des Hemmstoffes angesetzt, dies entspricht End-
konzentrationen von 5 uM - 80 uM FTI-277. Parallel dazu wurden mit den
selben Mengen des reinen Losungsmittels DMSO eigene Assays angesetzt, um
den Effekt des Losungsmittels auf die Koloniebildung zu ermitteln. Bei der
Auswertung aller folgenden Versuche wurden zunachst aus den drei Einzel-
werten der Dreifachbestimmung jedes Spenders flr jede Konzentration Mittel-
werte gebildet. Die unten aufgefihrten Ergebnisse verstehen sich dann als aus

diesen Werten errechneter Gesamtmittelwert fir alle beschriebenen Versuche.

3.21 Effekt von DMSO auf das Koloniewachstum

Die Inkubation der Stammzellen nur in Gegenwart des Losungsmittels zeigte,
dass DMSO selbst bereits starke Effekte auf das Koloniewachstum hatte. Wie
Abb. 7 verdeutlicht, kam es bei niedrigen Konzentrationen durch die Zugabe
von DMSO zu einer Stimulation der Koloniebildung. Bei 0,1 Vol%, 0,2 Vol%
sowie bei 0,4 Vol% DMSO lag das Wachstum der Kolonien mit 124%, 112%
bzw. 115% etwas Uber dem unbehandelten und als 100% festgelegten Kontroll-
assay, der zum Vergleich ohne Zugabe von Hemmstoff oder Losungsmittel
inkubiert wurde. Bei Zellen, die mit 0,8 Vol% Losungsmittel behandelt wurden,
erniedrigte sich das Koloniewachstum auf 53%, bei der nachst hoheren
Lésungsmittel-Zugabe (1,6 Vol%) sogar auf 6%, so dass der Mittelwert der

ausgezahlten Koloniezahl nur noch drei pro Schale betrug.
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Abb. 7: Effekt von DMSO (ohne Hemmstoffzugabe) auf das Koloniewachstum im
CFUc-Assay:

Mittelwerte aus sieben Versuchen

3.2.2 Antiproliferativer Effekt von FTI-277 auf das Kolonie-

wachstum im CFUc-Assay

Die Anzahl der Kolonien konnte nach Inkubation der Zellen mit FTI bei der
niedrigen Konzentration von 5 uM im Vergleich zur Kontrolle auf 116% stimuliert
werden. Bei der nachst hoheren Konzentration (10 uM) setzte im Gegensatz
zum oben beschriebenen Losungsmittelversuch bereits ein leichter Hemmeffekt
ein. Die Anzahl der Kolonien sank bei 20 uM auf 88% und auf nur noch 26% bei
40 uM ab. Bei einer Konzentration von 80 uM waren nur noch in zwei von sechs
Schalen vereinzelt Kolonien in den Assays auszahlbar, was der maximalen

Wachstumshemmung entsprach. Abb. 8 veranschaulicht diese Ergebnisse.
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Abb. 8: Antiproliferativer Effekt von FTI-277 auf das Koloniewachstum:
Mittelwerte aus sieben Versuchen

Auch morphologisch betrachtet sah man deutliche FTl-induzierte Effekte. So
waren die Kolonien der mit FTI behandelten Zellen regelmalig kleiner als die
Kolonien der Zellen, die unbehandelt blieben oder nur dem Lésungsmittel aus-

gesetzt worden waren (vgl. Abb. 9 und 10).
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Abb. 10:

Einfluss der FTI-Behandlung auf die Gré8e der Kolonien:
BFU-E-Kolonie nach Behandlung mit 20 uM FTI; Inkubationszeit in Methocult
SF H4436 mit FTI-277: 11 Tage bei 37°C; Vergré3erung: 63fach

Einfluss des Lésungsmittels DMSO auf die GréBe der Kolonien:
BFU-E-Kolonie nach elftédgiger Behandlung mobilisierter Knochenmarks-
Stammzellen mit 20 uM DMSO in Methocult SF H4436; Vergré3erung 63fach
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Da die in 3.2.1 beschriebenen Versuche mit DMSO einen sehr deutlichen Effekt
des Losungsmittels auf das Koloniewachstum zeigten, DMSO ab einer Konzen-
tration von 40 uM sogar eindeutig zytotoxisch auf die Knochenmarks-Stamm-
zellen wirkte, konnen diese Effekte nicht als ausschlieBlich durch den
Hemmestoff ausgeldste Inhibition der Koloniebildung gewertet werden. Der Anteil
des Hemmstoffes am Gesamteffekt lasst sich zumindest annaherungsweise
aus dem Quotienten der Koloniezahl bei Behandlung mit FTI und derjenigen bei
Zugabe von DMSO bei jeweils gleicher Konzentration ermitteln. Demnach
machte sich erst ab einer FTI-Konzentration von 40 uM ein deutlicher Hemm-
stoff induzierter Ruckgang der Koloniezahl bemerkbar. Bei den niedrigeren
Konzentrationen erscheint die Wachstumshemmung vor allem durch den zyto-
toxischen Effekt des DMSO bedingt zu sein (siehe Abb. 11).

Nach Durchfihrung einer Kovarianzanalyse erwiesen sich die beobachteten
Effekte von DMSO und FTI in den vorliegenden Versuchsreihen als hochst
signifikant mit p < 0,0001.

100+
80+
S
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s
[}
S 40
<
=
20
5 10 20 40 80
FTI/DMSO-Konzentration (uM)
Abb. 11: Koloniebildungsrate von mobilisierten Knochenmarks-Stammzellen nach
Behandlung mit FTI bezogen auf die als 100% festgelegte L6sungsmittel-
kontrolle:

Mittelwerte aus sieben Versuchen.
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Der Versuch durch die Bildung dieses Quotienten den additiven Effekt von
DMSO auf die Hemmung durch FTI auszuschalten ist allerdings nur dann
sinnvoll, wenn zwischen beiden Agenzien keine Wechselwirkungen im Sinne
einer Verstarkung oder Abschwachung der Potenz des einen Partners in
Gegenwart des anderen, zu erwarten sind. Solche waren zwar nach statis-
tischer Prufung eher unwahrscheinlich, konnten aber dennoch nicht ausge-
schlossen werden.

Um dieses Mdglichkeit zu Uberprufen und um den Effekt des Losungsmittels zu
reduzieren, wurde bei den folgenden Versuchen auf die Verwendung von
Ethanol zur Herstellung der FTI-Stammlésung umgestellt. Aus Zellmaterial von
drei Leukapheresen wurden nach dem gleichen Arbeitsprotokoll wie zuvor bei
Verwendung von DMSO erneut CFUc-Assays angesetzt. Dementsprechend
wurden zur Ermittlung des Einflusses von Ethanol analog zu den obigen
Versuchen ebenfalls die entsprechenden Lo&sungsmittelkontrollen (Ethanol)

mitinkubiert.

3.3 Einfluss von FTI-277 in Ethanol auf das Koloniewachstum

3.3.1 Effekt von Ethanol auf das Koloniewachstum

Wie schon zuvor bei den Versuchen mit DMSO beobachtet werden konnte, kam
es auch bei Zugabe von Ethanol bei der niedrigsten Hemmestoff- bzw. Losungs-
mittelkonzentration zu einer Zunahme der Koloniezahl, die allerdings nicht
besonders stark ausgepragt war (siehe Abb. 12). Im Gegensatz zu den
Versuchen mit DMSO zeigte sich aber auch fur alle weiteren Konzentrationen
eine Steigerung der Wachstumsrate um zwischen 7% bei 0,8 Vol% Ethanol und
38% bei der hochsten Ethanol-Konzentration (1,6 Vol%). Eine statistische
Kovarianzprifung ergab allerdings keine Signifikanz fir die beobachtete

gesteigerte Koloniebildung. Dies bestatigte insgesamt betrachtet, dass sich
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Ethanol verglichen mit DMSO besser als Losungsmittel eignet, insbesondere da

kein zytotoxischer Effekt auf die Koloniebildung im CFUc-Assay erkennbar war.

Wachstum (%)

0 0,1 0,2 0,4 0,8 1,6
Ethanol-Konzentration (Vol%)
Abb. 12: Effekt von Ethanol auf das Koloniewachstum im CFUc-Assay (ohne
Hemmstoffzugabe):

Mittelwerte aus drei unabhéngigen Versuchen (jeweils Dreifachbestimmung)

3.3.2 Antiproliferativer Effekt von FTI-277 in Ethanol

Auch der in Ethanol geldste Farnesyltransferaseinhibitor zeigte einen deutlichen
Effekt auf die Koloniebildung. Bei 10 uM FTI-277 kam es in diesen Versuchen
zu einer konzentrationsabhangigen Hemmung auf zunachst 77%. Bei Zugabe
von 20 bzw. 40 uM sank das Wachstum weiter auf 42% bzw. 38% ab, der
maximale Effekt der Enzyminhibition zeigte sich bei der hoéchsten FTI-
Konzentration (80 uM), hier betrug die Koloniezahl nur noch 25% der unge-
hemmten Kontrolle (siehe auch Abb. 13). Da die Lésungsmittelkontrollen ver-
deutlichten, dass Ethanol selbst keine zytotoxischen Effekte hatte, lie® sich der
hier beobachtete Rlckgang der Koloniebildung allein auf die Wirkung des

Farnesyltransferaseinhibitors zurlckfihren.
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Abb. 13: Antiproliferativer Effekt von FTI-277 auf das Koloniewachstum:

Mittelwerte aus drei unabhéngigen Versuchen (jeweils Dreifachbestimmung)

Auch zu diesem Versuch wurde eine statistische Priafung auf das
Vorhandensein von Wechselwirkungen zwischen Ethanol und FTI durchgefihrt.
Im Gegensatz zu den Versuchen mit DMSO ist die Wahrscheinlichkeit daftr
hier sehr gro3. Ethanol fuhrte zu einer deutlichen Abschwachung der Potenz
der Enzyminhibition durch FTI und damit zu einer verminderten Hemmung der
Koloniebildung. Besonders deutlich war diese Wechselwirkung bei der hochsten
Konzentration FTl zu erkennen, fur die sich bei in DMSO gelostem FTI eine
absolute Wachstumshemmung (100%) im Vergleich zur entsprechenden
DMSO-Kontrolle ergeben hatte, wahrend bei Zugabe von 80 uM in Ethanol
geléstem FTI noch 22% der Kolonien im Vergleich zur Ethanol-Kontrolle
wuchsen (entsprach einer Hemmung von nur 78%). Der Einfluss von FTI auf
hamatopoetische Stammzellen war somit bei Verwendung von Ethanol als

Losungsmittel deutlich geringer.
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4. Diskussion

Farnesyltransferaseinhibitoren sind neue therapeutische Substanzen, die in der
Lage sind, das Wachstum vieler verschiedener Tumore des Menschen zu
verhindern (End et al., 2001; Sepp-Lorenzino et al., 1995). Eine besonders
hervorzuhebende Eigenschaft der FTIs ist das Fehlen einer wesentlichen
Toxizitat in den bisher durchgefuhrten in vitro und in vivo Studien (Nagasu et
al., 1995; Skrzat et al.,, 1998). Da die meisten derzeit verwendeten Chemo-
therapeutika dagegen auch erhebliche Effekte auf gesunde Zellen zeigen,
wobei das hamatopoetische System besonders haufig betroffen ist, wurde in
den vorliegenden Versuchen der Einfluss von FTI-277 auf Knochenmarks-
Stammzellen untersucht. Dieser Hemmstoff aus der Untergruppe der Tetra-
peptidanaloga hatte sich in vitro und in vivo bereits als potenter Hemmstoff der

Ras-Prozessierung erwiesen (Lerner et al., 1995; Sun et al., 1998).

4.1 Auswirkungen verschiedener Losungsmittel im CFUc-Assay

Die CFUc-Assays mit Knochenmarkszellen aus dem Leukapheresat gesunder
Spender wurden, wie bereits beschrieben, mit FTI-277 inkubiert. Dabei wurde
der Hemmstoff nach Empfehlung des Herstellers in DMSO geldst. Da dieses
Losungsmittel allerdings selbst zytotoxisch wirken kann, wurden, um diese
Effekte quantifizieren zu kdnnen, neben den FTI-Assays gleichzeitig auch
Schalen mit der entsprechenden Lésungsmittelkonzentration ohne Hemmestoff-
zugabe angesetzt. Die beobachteten DMSO-Wirkungen waren betrachtlich,
denn das Koloniewachstum ging ab einer Losungsmittelkonzentration von 0,8
Vol% deutlich zurtck (47%-ige Hemmung der Koloniebildung). Bei 1,6 Vol%
betrug die Koloniezahl nur noch 6% im Vergleich zur véllig unbehandelten
Kontrolle. Diese DMSO-Konzentration entspricht der Menge Losungsmittel, die

zur Herstellung einer 80 uM FTI-Losung notwendig ist. In den unteren Konzen-
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trationsbereichen (0,1 - 0,4 Vol%) wurde das Koloniewachstum ebenfalls durch
DMSO beeinflusst, allerdings kam es hier zu einer Stimulation bis zu 124%.
Auch Morgan et al. (2001) untersuchten den Effekt von DMSO in einem
ahnlichen Assay mit aufgereinigten CD34"-Zellen. Das Koloniewachstum war
hier ebenfalls bis zu der DMSO-Konzentration, die zur Herstellung einer 20 uM-
FTI-Lésung bendtigt wurde, zunachst starker, um dann bei weiterer Ver-
dopplung der DMSO-Konzentration auf 80% abzufallen. Ein stimulatorischer
Effekt von DMSO wurde auch bei den von A. Janessa (2002) durchgefuhrten
Koloniebildungs-Assays mit einer Neuroblastomzelllinie (Kelly) beobachtet. In
Gegenwart von niedrig konzentriertem DMSO fanden sich auch hier mehr
Kolonien als in der unbehandelten Kontrolle.

Aufgrund dieses nachgewiesenen erheblichen Einflusses von DMSO auf die
Knochenmarkszellen, wurde bei den im Rahmen dieser Arbeit durchgefuhrten
weiteren Versuchen (siehe 3.3.1) ein anderes LOosungsmittel fur FTI-277 ver-
wendet. Ausgetestet wurde Ethanol, das in der verwendeten Konzentration
keinen zytotoxischen Einfluss auf das Koloniewachstum hatte. Die in allen Kon-
zentrationsbereichen gefundene leichte Wachstumsstimulation war statistisch
nicht signifikant. Ethanol eignet sich als Losungsmittel fur FTI-277 somit ein-
deutig besser, da nur ein Losungsmittel, das selbst keine Effekte zeigt, eine
quantitative Beurteilung der Hemmung durch FTls erlaubt. Zudem zeigte sich
sowohl in den CFUc-Assays als auch in den im selben Labor durchgefuhrten
Versuchen mit der Neuroblastomzelllinie Kelly (Janessa, 2002), dass die FTI-
Wirksamkeit durch den Wechsel des Lésungsmittels nicht signifikant verandert
wurde.

Als weitere mogliche Alternative bietet sich auch Methanol als Losungsmittel
an, das in den Untersuchungen von Emanuel et al. (2000) ahnlich wie Ethanol
das Koloniewachstum von Knochenmarkszellen nicht signifikant beeinflusste.
Allerdings verwendete diese Arbeitsgruppe in ihren Versuchsreihen einen
anderen FTI, so dass die gefundenen Ergebnisse keine zuverlassige Aussage
uber die Wirksamkeit von FTI-277 bei Verwendung von Methanol als Losungs-

mittel erlauben.
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4.2 Einfluss von FTI-277 auf das Koloniewachstum im
CFUc-Assay

Die im Abschnitt 3.2 zusammengefassten Ergebnisse zeigen, dass das
Wachstum der Kolonien im CFUc-Assay durch FTI-277 konzentrationsabhangig
unterdruckt wird. Die genauste Aussage uber die Wirkung von FTI-277 lasst
sich aus der Abb. 11 herleiten, da hier Uber eine Quotientenbildung aus
[FTI/[DMSO] die zuvor beschriebenen deutlichen Effekte des DMSO
rechnerisch annahernd eliminiert werden konnten. Dies ist mdglich, da
Wechselwirkungen zwischen DMSO und FTI statistisch zwar nicht auszu-
schlieBen, aber auflerst unwahrscheinlich sind. Demzufolge ergab sich bei
Zugabe von FTI-277 in Konzentrationen von 5-20 uM lediglich eine Reduktion
der Koloniebildung auf ca. 90%. Eine weitere Erhdhung der Konzentration auf
40 uM ergab eine 50%-ige Hemmung. 80 uM verhinderten die Koloniebildung
nach elftagiger Inkubation vollstandig.

Andere Arbeitsgruppen, die sich ebenfalls mit den Auswirkungen verschiedener
FTIls auf hamatologische Zellen gesunder Spender beschaftigten, kamen zu
folgenden Ergebnissen: Morgan et al. (2001) untersuchten die Auswirkungen
von in DMSO geldstem FTI-277 und anderen FTls auf 19 verschiedene
Leukamiezelllinien (AML und CML). Um die Spezifitat der Inhibitoren beurteilen
zu konnen, verglichen sie diese Ergebnisse mit den Beobachtungen in Assays,
in denen gesunde aufgereinigte CD34"-Zellen mit den selben Substanzen be-
handelt wurden. Dabei fiel vor allem fur FTI-277 eine starke Toxizitat auf. Die
ICs0 lag bei 10 uM. Eine weitere Verdoppelung der FTI-Konzentration auf 20 uM
hemmte die Koloniebildung bereits zu 80%. Damit reagierten die CD34"-Zellen
wesentlich empfindlicher als die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten nicht
weiter separierten peripheren Blutstammzellen (Leukapheresat).

Andere Substanzen zeigten ahnlich starke toxische Effekte. Nach Behandlung
von Knochenmarkszellen mit dem bei Tumorzellen hochpotenten FTI
SCH66336 reduzierte sich die Koloniezahl bereits bei 5 uM auf 60% im

Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (Peters et al., 2001). Fir die Substanz L-

-42-



Diskussion

744,832 zeigten Maghoub et al. (1999), dass bereits ab 10 uM keine CFU-GMs
im Assay mit hamatologischen Zellen (mononukleare Zellen aus der fetalen
Mauseleber) wachsen.

Bei den beiden Peptidomimetika L-739,749 und L-744,828 kam es im Soft-Agar
bei ca. 10 uM zur halbmaximalen Hemmung des Wachstums der aus dem
Knochenmark gesunder Erwachsener gesammelten Stammzellen, dies eben-
falls nach vorausgegangener GM-CSF-Stimulation. Eine weitere Dosisverdopp-
lung fuhrte dann bereits zur 75%-igen Hemmung der Koloniebildung (Emanuel
et al., 2000). Anzumerken ist allerdings, dass diese Arbeitsgruppe nicht DMSO,
sondern Methanol zur Herstellung der FTI-Stammlosung verwendete.

Somit stimmen die Ergebnisse aus Versuchen mit verschiedenen anderen FTls
verglichen mit den von Morgan et al. (2001) beschriebenen Beobachtungen zu
FTI-277 weitgehend uUberein. Bei den im Rahmen der vorliegenden Arbeit
durchgefuhrten Versuchen betrug die 1Cso fur FTI-277 hingegen etwa das Vier-

fache, die Knochenmarkszellen waren hier also deutlich weniger empfindlich.

Die im Zuge dieser Dissertation durchgefuhrten Versuche zeigten aufl’erdem,
dass die mit FTI-277 behandelten Zellen im Vergleich zu den unbehandelten
oder nur im Losungsmittel inkubierten Leukapheresezellen nicht nur weniger,
sondern auch kleinere Kolonien hervorbrachten (siehe Abschnitt 3.2.2). Dies ist
als antiproliferativer Effekt des Farnesyltransferaseinhibitors anzusehen und ein
Phanomen, das auch von anderen Arbeitsgruppen sowohl fur mit FTl-inkubierte
leukamische als auch fur gesunde hamatologische Zellen beschrieben wurde
(Emanuel et al., 2000; Maghoub et al., 1999). Aber auch die Kolonien von 14
nicht hamatologischen Tumorzelllinien waren nach Behandlung mit einem
Farnesyltransferaseinhibitor (B956) nicht nur weniger zahlreich, sondern
erreichten eine deutlich geringere GroRe (Nagasu et al.,, 1995). Insgesamt
gesehen ist daher zu beflrchten, dass dieser FTl-induzierte Effekt bei vielen
verschiedenen Zelltypen auftreten wirde und somit potentiell auch gesundes

Gewebe geschadigt werden konnte.
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4.3 Vergleich der Empfindlichkeit von hamatopoetischen Stamm-

zellen und Tumorzellen

Zur Beurteilung einer klinischen Anwendbarkeit der FTls ist es nun wichtig,
diese Ergebnisse fur gesunde Knochenmarkszellen mit den Effekten der FTls
auf maligne hamatologische Zellen zu vergleichen.

Fur verschiedene AML-Zelllinien wurden fur FTI-277 ICsg zwischen ca. 5 und 30
uM und fur den Inhibitor FPT-3 zwischen 10 und 30 uM ermittelt (Morgan et al.,
2001). Bei Knochenmarkszellen von an JMML erkrankten Patienten reichten
bereits 10 uM der FTls L-739,749 bzw. L-744,828 aus, um das Kolonie-
wachstum der Tumorzellen vollstandig zu unterbinden (Emanuel et al., 2000).
Aullerordentlich hochpotent konnte der Hemmstoff SCH66336 bei Peters et al.
(2001) das Wachstum CD34%-Zellen von Patienten mit bekannter CML
hemmen. Es genlgten hier bereits zwischen 0,5 und 1 uM fir eine halb-
maximale Hemmung der Koloniebildung, die 100%ige Inhibition gelang bei
einer FTI-Konzentration von 5 uM. Die fur hamatopoetische Zellen gesunder
Spender gefundenen ICso liegen somit im Vergleich zu leukédmischen Zellen far
die FTls SCH66336, L-739,749 und L-744,828 um bis zu Faktor zehn hoher.

Fiar FTI-277 ist das therapeutische Fenster allerdings kleiner.

Die zahlreichen in vitro-Versuche mit nicht-hamatologischen Tumorzellen
ergaben in Abhangigkeit von Tumorzelltyp, dessen Status der Ras-Mutation,
Versuchsaufbau und verwendetem Hemmstoff eine groRe Bandbreite flr die
ICs50 von 0,05 bis 80 uM (End et al., 2001; Nagasu et al., 1995; Sepp-Lorenzino
et al.,, 1995). Fir den auch in den vorliegenden Versuchen verwendeten FTI-
277 werden in der Literatur in vitro geltende halbmaximale Inhibitorkonzen-
trationen von 0,1 bis 10 uM angegeben (Miquel et al.,1997; Sun et al., 1995).
Etwas hoher lag die ICso allerdings in einem ebenfalls im Labor der Kinder-
chirurgie in Tubingen durchgefihrten Versuch mit den Neuroblastomzelllinien
IMR5 und Kelly. Hier zeigte sich eine deutliche, konzentrationsabhangige
Wachstumshemmung durch FTI-277, allerdings ging die Zahl der Tumorzell-
kolonien erst bei 20 uM auf 45% (Kelly) bzw. 38% (IMR5) und bei 40 uM
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schlieBlich auf 15% (Kelly) bzw. 9% (IMR5) im Vergleich zur nur mit dem
Ldsungsmittel behandelten Kontrolle zuriick (Janessa, 2002). Damit liegen die
Konzentrationen an FTI-277, die zur Tumorreduktion notwendig sind, unter
denjenigen, bei denen starke toxische Effekte an Knochenmarkszellen zu
beobachten sind. Fir andere FTls ist diesbezlglich leider keine Aussage
mdglich, denn es fehlen passend zu den gefundenen ICso fir nichthamato-
logische Tumorzellen (0,05 - 80 uM) die direkten Vergleichsdaten der jeweiligen

Hemmestoffe aus Versuchen mit gesunden hamatologischen Zellen.

In vivo-Modelle bestatigten zum einen die hohe Wirksamkeit der neuen
Substanzen gegen unterschiedliche Tumore, darunter u.a. Malignome des
Pankreas, Kolons sowie der Harnblase, Brust, Lunge und Prostata (Liu et al.,
1998; Kohl et al., 1995; Sun et al., 1995), zum anderen wurde Uber makros-
kopische und in einem Fall auch histologische Untersuchungen eine aulerst
geringe Toxizitdt der Farnesyltransferaseinhibitoren beobachtet (Kohl et al.,
1995; Pollack et al., 1999; Sun et al., 1995). In der Zwischenzeit wurden auch
erste klinische Studien mit verschiedenen Inhibitoren durchgefuhrt. Hier zeigten
sich allerdings doch auch substanzspezifische Nebenwirkungen, die haufig das
blutbildende System betrafen.

Britten et al. (2001) fuhrten eine Phase |-Studie mit einem Peptidomimetikum an
25 Patienten mit unterschiedlichen soliden Tumoren durch. Dabei verabreichten
sie den FTI L-778,123 in insgesamt 51 Zyklen Uber je sieben Tage in drei-
wochigem Rhythmus als kontinuierliche i.v.-Infusion. Absolut dosislimitierende
Toxizitaten (DLT) traten bei einer Tagesdosis von 2240 mg auf. Sie umfassten
schwere Thrombozytopenien (Grad 4), Mudigkeit und ein deutliche QT-
Strecken-Verlangerung im EKG. Durch eine Dosisreduktion auf 1120 mg waren
die Nebenwirkungen bei allen bis auf sieben Patienten akzeptabel und
beherrschbar. Die Myelosuppression war zwar weiterhin vorhanden, aber nur
noch mild bis mafig. Gleichzeitig durchgefuhrte pharmakokinetische Unter-
suchungen zeigten, dass die Plasmakonzentration im steady-state einer FTI-
Konzentration von 8,09 + 3,11 uM entsprach und damit nur gering Uber der in

praklinischen Studien ermittelten ICso von bis zu 5,35 uM lag.
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Zwei andere Arbeitsgruppen behandelten Patienten mit pathologisch ge-
sicherten soliden Tumoren (u.a. Karzinome der Lunge, Leber, Brust und des
Dickdarms) mit dem FTlI SCH66336 und verabreichten zwischen 25 und 400
mg b.i.d. entweder kontinuierlich (bis zu 280 Tage lang) oder intermittierend
(alle drei Wochen fur sieben Tage). Es traten jeweils bei einer Dosis von 400
mg b.i.d. dosislimitierende Nebenwirkungen auf. Diese betrafen in beiden Fallen
das blutbildende System, die Spannweite reichte von viertgradigen bis hin zu
kurzen, milden Neutro- und Thrombozytopenien. Dartber hinaus traten vor
allem Miidigkeit und gastrointestinale Nebenwirkungen wie Ubelkeit, Erbrechen
und Diarrhéen auf (Adjei et al., 2000; Eskens et al., 2001). Selbst eine Dosis-
reduktion auf 300 mg fuhrte bei Eskens et al. (2001) weiterhin zu schweren
Neutropenien (Grad 4), Miidigkeit, Ubelkeit und Diarrhd. Keiner der mit 300
oder 400 mg b.i.d. behandelten Patienten konnte aufgrund dieser toxischen
Nebeneffekte langer als 28 Tage mit SCH66336 im Rahmen der Studie
therapiert werden. Die empfohlene Tagesdosis fur Phase |I-Studien wurde von
dieser Arbeitsgruppe demzufolge auf 2 x 200 mg heruntergesetzt, da hier selbst
bei neunmonatiger Behandlung keine Myelosuppression mehr auftrat. Leider
wurde nur in der Studie von Adjei et al. (2000) ein Therapieansprechen der
Tumore beobachtet. Bei einem Patienten kam es zum Ruckgang der Meta-
stasengrolie und bei sieben konnte eine Progression fur einen Zeitraum von 5-
10 Behandlungszyklen verhindert werden.

Ahnliche Nebenwirkungen ergaben sich auch aus den Phase |-Studien mit
R115777. Auch hier schien die Myelosuppression, die bei einer Tagesdosis von
600 mg begann, vorrangige DLT zu sein. Besonders zum Tragen kam sie bei
kontinuierlichem Behandlungsschema. Sie erwies sich allerdings stets als
reversibel und im Rahmen der Studie beherrschbar. Weitere haufige Neben-
wirkungen waren wiederum Mudigkeit und gastrointestinale Stérungen, aber
auch Dyspnoe, Neuropathien, Hypotension und Kopfschmerzen, so dass die
empfohlene Dosis fur weitere Studien auf 300 mg b.i.d. bei kontinuierlicher und
300 bis 500 mg b.i.d. bei intermittierender Therapie festgelegt wurde. Auch fir
R115777 wurde im Zuge dieser Untersuchungen nicht Uber zufriedenstellende
Tumorantworten berichtet (Punt et al., 2001; Zujewski et al., 2000).

-46-



Diskussion

Karp et al. (2001) veroffentlichten weitere Therapieergebnisse mit diesem
Farnesyltransferaseinhibitor. Sie untersuchten allerdings an Leukamie erkrankte
Patienten (AML, ALL oder CML) und verabreichten ihnen zwischen 100 und
1200 mg zweimal taglich Uber 21 Tage mit anschlieRender 28 bis 31-tagiger
Therapiepause in bis zu vier Gesamtzyklen. Eine Myelosuppression war hier
zwar nicht dosislimitierend, trat aber dennoch regelmaRig und dosisabhangig
auf. Ebenso dosisabhangig war auch die antileukdmische Wirkung von
R115777 und es wurde bestatigt, dass die Substanz das Knochenmark bereits
in kleinen Dosen erreicht. Zudem ergaben pharmakokinetische Unter-
suchungen, dass sich der FTI bei hoheren Konzentrationen (600 bis 900 mg)
unter steady-state Bedingungen sogar im Knochenmark anreichert, da die hier
gemessenen FTI-Konzentrationen uUber den zugehodrigen Plasmakonzentra-

tionen lagen.

Deutlich wurde also, dass die im Rahmen der vorliegenden Dissertation
gefundenen toxischen Effekte auf Knochenmarks-Stammzellen durchaus
klinische Relevanz besitzen und die in ersten Phase I|-Studien haufig
beobachtete Myelosuppression zumindest teilweise erklaren konnen. Wirde die
von Karp et al. (2001) beschriebene Substanzanreicherung im Knochenmark
auch fur andere Hemmstoffe bestatigt werden, lieRe dies zwar vor allem bei
Langzeitbehandlung auf eine hdhere Ansprechrate von leukamischen Zellen
hoffen, wirde aber gleichzeitig auch ein erhéhtes Risiko fir das Auftreten einer
verstarkten Knochenmarkstoxizitdt beim Einsatz gegen solide Tumoren

beinhalten.
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44 Ausblick

Farnesyltransferaseinhibitoren werden weiterhin Gegenstand der Forschung
bleiben. Dies nicht nur, weil die bisherigen Ergebnisse in weiteren Studien be-
statigt werden mussen, sondern beispielsweise auch, um doch noch den Wirk-
mechanismus dieser Substanzen und deren Angriffspunkte in der Zelle zu ver-
stehen.

Parallel zu den momentan stattfindenden Phase |-Studien haben auch schon
erste Untersuchungen im Hinblick auf eine spatere Anwendung der FTls in
Kombination mit anderen bereits etablieten Chemotherapeutika begonnen.
Uber synergistische Wirkungen mit Taxanen bzw. eine Sensitivierung
Paclitaxel-resistenter Tumore durch den FTlI SCH66336 in vitro sowie in
Versuchen mit Mausen wurde bereits berichtet (Moasser et al., 1998; Shi et al.,
2000). Ebenfalls additiv oder synergistisch waren die Effekte von SCH66336

und Cisplatin bei zwei verschiedenen Tumorzelllinien (Adjei et al., 2001).

Vermutlich wird sich auch das Anwendungsgebiet der FTls weiter ausdehnen,
denn bereits jetzt ist die Chemotherapie bei weitem nicht mehr der einzig
denkbare Einsatzbereich. Ebenfalls im Rahmen der Therapie maligner Erkran-
kungen konnten sie daruber hinaus in der Radiotherapie eingesetzt werden.
Mehrere FTls (darunter auch FTI-277) konnten die Radiosensitivitat verschie-
dener Tumore in vitro und in Tierversuchen steigern, hochstwahrscheinlich da
besonders strahlenresistente Tumore aktivierte Onkogene, u.a. auch Ras,
vermehrt exprimieren (Bernhard et al., 1996; Cohen-Jonathan et al., 2001;
Jones et al., 2001).

Nachdem sich herausstellte, dass einige Parasiten, wie Trypanosomen, Plas-
modien oder Leishmanien, auf FTasen angewiesen sind, konnten FTIs auch als
neue Therapieoption im Kampf gegen die durch diese Erreger verursachten
Erkrankungen in Frage kommen (Chakrabati et al., 1998; Ohkanda et al., 2001;
Yokoyama et al., 1998).

Nicht zuletzt scheint es auch in der Ophthalmologie bei der Behandlung

kornealer Wunden (z.B. nach Veratzung) Anwendungsmoglichkeiten fur FTIs zu
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geben. Im Tierversuch konnten Farnesyltransferaseinhibitoren die Einwan-
derung von Entzindungszellen (v.a. Makrophagen) selektiv inhibieren. Auch
Odembildung, Neovaskularisierung und Hornhauttriibung waren als Folge der
Behandlung mit FTls bei guter Epithelialisierung der Kornea deutlich geringer
(Sonoda et al., 1998).

Im Hinblick auf die Toxizitat der FTls bleibt abzuwarten, welche Ergebnisse die
derzeit noch laufenden Studien mit anderen Substanzen, darunter auch FTI-
277, bezuglich der substanzspezifischen Nebenwirkungen liefern und ob die
jetzt ausgetesteten Tagesdosen ausreichen, um bei der Behandlung von
Tumorpatienten eine Tumorreduktion zu erzielen. Ebenso gespannt kann man
auf die in nachster Zukunft folgenden Phase IlI- und dann auch Phase llI-
Studien schauen. Es bleibt zu hoffen, dass die vielversprechenden Ergebnisse
aus den praklinischen Studien bestatigt werden kdnnen und damit die Farnesyl-
transferaseinhibitoren einerseits aufgrund ihrer guten Wirksamkeit gegen eine
Vielzahl verschiedener Malignome und andererseits aufgrund ihres im Vergleich
zu bisher eingesetzten Substanzen glnstigen Nebenwirkungsprofils auch in
anderen Bereichen, vielleicht sogar mehr als nur eine therapeutische Alter-

native darstellen werden.
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5. Zusammenfassung

Farnesyltransferaseinhibitoren reprasentieren eine neue Gruppe selektiver
Chemotherapeutika. Sie erwiesen sich im Einsatz gegen unterschiedliche
Malignome in bisher durchgefuhrten praklinischen Studien als hochpotent. Ihre
antineoplastische Wirkung erklart sich Uber die Hemmung der in vielen Zellen
stattfindenden Farnesylierungsreaktionen, welche fir eine Vielzahl von zellu-
laren Proteinen ein entscheidender Schritt im Rahmen posttranslationeller
Modifikationen darstellen. Die ausbleibende Farnesylierung fuhrt letztlich u.a.
dazu, dass aktivierte Onkogene ihre Funktion verlieren oder sogar in ihren nicht
transformierten Phanotyp zurlickversetzt werden. Entwickelt wurden die FTls
als Ras-Inhibitoren. Inzwischen weil® man allerdings, dass dieses in mensch-
lichen Tumoren am haufigsten mutierte Onkogen nur ein Angriffspunkt unter
vielen ist und vermutlich eher am Ende einer durch FTls ausgeldsten Kaskade
inaktiviert wird, an deren Anfang ein bisher noch nicht identifiziertes anderes
Protein steht.

Neben ihrem breiten Wirkspektrum machten FTIs vor allem wegen ihrer im
Rahmen von in vitro- und in vivo (Mausmodelle)-Untersuchungen beobachteten
sehr geringen Toxizitat auf sich aufmerksam. Diese Eigenschaft unterscheidet
sie wesentlich von der Mehrzahl der bisher eingesetzten antineoplastischen
Wirkstoffe, bei denen vor allem eine Myelosuppression haufig als dosis-
limitierende Nebenwirkung auftritt.

Ziel dieser Arbeit war es nun, die geringe Zytotoxizitat nicht wie bisher im
Rahmen der Behandlung von Tumor-tragenden Mausen, sondern an intakten
Knochenmarkszellen aus dem peripheren Blut gesunder Spender zu uber-
prufen. Dazu wurden die Zellen in CFUc-Assays mit dem peptidomimetischen
FTI-277 inkubiert und die Zahl der aus hamatologischen Vorlauferzellen ent-
standenen Kolonien anschlieRend nach elftagiger Inkubation ausgezanhlt.

Durch den Vergleich des Koloniewachstums der allein mit dem Losungsmittel
DMSO behandelten Zellen mit vollig unbehandelten Kontrollassays zeigte sich,
dass DMSO selbst zytotoxisch wirkt und ab einer Konzentration von 0,8 Vol%

zu einem deutlichen Rickgang der Koloniebildung im Assay fuhrte. DMSO ist
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daher als Losungsmittel flr FTI-277 eher ungeeignet. Fur weitere Versuche
wurde deshalb Ethanol als Loésungsmittel ausgetestet. Im Gegensatz zu DMSO
ergaben sich hier keine signifikanten Losungsmittel-induzierten Effekte, so dass
Ethanol fur Untersuchungen der FTI-Wirksamkeit eher zu empfehlen ist.

Im Rahmen der Untersuchungen zur Zytotoxizitat von FTI-277 auf Knochen-
markszellen zeigte sich in den CFUc-Assays im Bereich von 5-80 uM eine
deutliche konzentrationsabhangige Hemmung der Koloniebildung mit einer 1Cs
von 40 puM. Eine weitere Dosisverdopplung auf 80 uM reichte aus, um die
Bildung hamatopoetischer Kolonien vollstandig zu inhibieren. Auerdem waren
die einzelnen Kolonien in Gegenwart des FTIs kleiner als diejenigen der
unbehandelten Kontrollassays (DMSO oder Ethanol).

Die im Rahmen dieser Untersuchungen festgestellten Effekte von FTI-277 auf
gesunde Knochenmarkszellen wurden zwischenzeitlich auch in ersten Phase |-

Studien mit verschiedenen FTls bestatigt.
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