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AbKiirzungen

APS Amoniumpersulfat

BZA Benzodiazepin

CA Carcinoma

CAAX C=Cystein A=aliphatische Aminosdure X=eine andere Aminosdure
Cat-L Cathepsin L

cm Zentimeter

CSF Colony stimulating factor

DEPC Diethylpyrocarbonat

DMEM Dulbecco-Vogts-modifiziertes-Kilber-Serum
DMSO Dimethyl-Sulfoxyd

DNA Desoxyribonucleinsdure

DTT Dithiothreitol

EDTA Ethylendiamintetracetat

EGF Epidermal growth factor

FCS Fetales Kélberserum

FPP Farnesylpyrophosphat

FT Farnesyltransferase

FTI Farnesyltransferaseinhibitor

GDP  Guanosindiphosphat

GGT Geranylgeranyltransferase

GNEF Guanosin-Nucleotid-Austausch-Faktor
G-Protein Guanylnucleotid-Protein

GTP  Guanosintriphosphat

HUK humane Urokinase

IL  Interleukin

MAP Mitogen activated protein

NSCLC Non small cell lung carcinoma

OD optische Dichte



kD  Kilodalton

K 8/18 Keratin 8/18

NGF Nerval growth factor

PBS Phosphate-buffered-saline

PDGF Platelet derived growth factor

PCR Polymerase chain reaction

RNA Ribonukleinsdure

RT-PCR Reverse Transkriptase Polymerase chain reaction
SCLC Small cell lung carcinoma

Upm Umdrehungen pro Minute
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Einleitung 1

1 Einleitung

Onkogene sind eigensténdige genetische Einheiten, die fur sich alleine Transformations-
fahigkeit in Saugetierzellen besitzen. Sie entfalten ihre Wirkung entweder durch Uber-
expression eines bestimmten Proteins, welches das Wachstum stimuliert, oder (ber die
Kodierung von Proteinen, die die Féhigkeit verloren haben, in negativer Weise reguliert
zu werden. Die von Onkogenen abgeleiteten Produkte sind von ihrer Funktion her Ty-
rosinkinasen, Wachstumsfaktoren, Rezeptoren fir Wachstumsfaktoren, Kernproteine
und Guanylnukleotid bindende Proteine. Gemeinsam ist ihnen ihre Einbindung in Me-
chanismen der Signaliibermittlung und der positiven Kontrolle des Wachstums.

Eines der ersten Onkogene, das man identifizieren konnte, war das virale ras-Gen. (Lo-
wy and Willumsen, 1993). Umschriebene Mutationen der zugehdrigen zellularen Homo-
loge K-ras, N-ras und H-ras konnten als eine der héufigsten genetischen Alterationen in
humanen Tumoren nachgewiesen werden. Diese Mutationen betreffen fast aus-
schlieBlich die Positionen innerhalb der Codons 12, 13 und 61 (M. Barbacid, 1987).

Mit den heutigen Nachweismethoden der selektiven Oligonukleotid-Hybridisierung, des
RNase Protectionasseys in Kombination mit der Single Strand Conformational Poly-
morphism- (SSCP-) Technik bzw. der Polymerasekettenreaktion (PCR) findet man bei
90% der Pankreasadenokarzinome, 50% der kolorektalen und 50% der Schilddrisentu-
moren sowie bei 30% der Lungenkarzinome eine Punktmutation in den Positionen Ko-
don 12, 13 und 61 (J.L. Bos, Review, 1989). Mit zunehmender Sensitivitat der Nach-
weismethoden sind sie noch héufiger nachweisbar (Ergebnisse der Arbeitsgruppe).

Die drei heute bekannten Varianten des ras-Onkogens H-ras, K-ras und N-ras haben alle
die gleiche Exon-Intron-Struktur und kodieren jeweils ein 21 kilo Dalton Protein
(p21™). Diese bestehen aus 188 oder 189 Aminosduren und unterscheiden sich nur am
Carboxylende (M. Barbacid, 1987). Das ras-Produkt wird als GTP/GDP-bindendes
Protein dhnlich den G-Proteinen (G steht fir Guanylnukleotid) verstanden, das als
membrangebundenes Protein an der Signaltransduktion mittels Second-Messenger-Sys-
tem beteiligt ist. Viele Rezeptoren besitzen eigene Proteinkinaseaktivitat oder sind eng
mit einer solchen assoziiert. Protein-Tyrosinkinasen haben eine Schlisselrolle in der
Signaltransduktion (Ch. Wagner, 1996). Sowohl extrazellulare Stimuli mit intrinsischer
Tyrosinkinase Aktivitdt, wie die Rezeptoren fir EGF (Epidermal Growth Factor),
PDGF (Platelet Derived Growth Factor), NGF (Nerval Growth Factor), CSF1 (Colonie
Stimulating Factor) und Insulin, als auch solche ohne intrinsische Tyrosinkinase Aktivi-
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tat wie der T-Zell-Rezeptor, Interleukinrezeptoren IL-2, IL-3 und IL-5 und der Erythro-
poetin-Rezeptor, die Uber Nicht-Rezeptor-Tyrosin-Kinasen arbeiten, kénnen p21lras
aktivieren. Der Thrombinrezeptor und a2 muskarinische Rezeptoren aktivieren tber
heterotrimere G-Proteine das p21Ras. Auf diese Weise fungiert es als Umschaltstelle
von der Rezeptor Tyrosin Kinase zur MAP Kinase Kaskade (Mitogen-Activated Prote-
in). Auf der Membraninnenseite wird bereits gebundenes GDP nach Stimulation mit
z.B. PDGF durch GTP ersetzt. Die Guanosin-nukleotid-Austauschfaktoren (GNEFs)
konnten hier als verantwortliche Proteine isoliert werden (G. J. Pronk, J. L. Bos, Review,
1994). Dieser Zustand des gebundenen GTP entspricht der aktiven Form des Ras-
Proteins (Ch. Wagner 1996). Die betroffene Zelle erhélt ein mitogenes Signal, das zur
Zellproliferation fhrt.

Um das p21lras wieder zu inaktivieren, bedarf es neben einer schwachen intrinsischen
hydrolytischen GTPase Aktivitidt des Ras-Proteins zusétzlich eines GPTase aktivieren-
den Proteins (GAP). Dieses katalysiert die Hydrolyse vom GTP der aktiven Form zum
GDP der inaktiven Form (G.J. Pronk, J.L. Bos, Review 1994).

Onkogene Ras-Proteine befinden sich in einem Zustand, in dem die Hydrolyse des GTP
zu GDP nicht mdglich ist, es also dauerhaft ,,eingeschaltet* bleibt und somit eine stén-
dige Stimulation erféhrt, die zu malignem Wachstum beizutragen scheint (N. Yan et al.,
1995).

Im vergangenen Jahrzehnt sind verschiedene Versuche, die onkogene Ras-Funktion zu
blockieren fehlgeschlagen. Erst die Erkenntnis, dass das Ras-Protein eine posttransla-
tionale Lipid-Modifikation erféhrt, hat zur Entwicklung einer Generation von Substan-
zen gefiihrt, die spezifisch auf die Ras-Funktion wirken sollen (J.B. Gibbs, 1991; J.B.
Gibbs et al., 1994).



Einleitung 3

Stimulus

l

GNEF

GTP l GDP

A

GNEF = Guanosin-Nukleotid-Austausch-Faktoren
GAP = GTPase-aktivierendes-Protein

Abbildung 1. Schematische Darstellung einer GDP/GTP vermittelten Signaltransduktion

Damit das Ras Protein an seinem Wirkort der Membran verankert werden kann (Lowy
and Willumsen, 1993), muR es eine posttranslationale Modifikation durchlaufen (J.F.
Hancock et al., 1989). Dies geschieht in ungefahr 0,5% der Sdugerzellen durch kovalente
Bindung von Isoprenderivaten (entweder einem 15-Kohlenstoff-Farnesyl oder einem
15-Kohlenstoff-Geranylgeranyl) Gber Thioetherbindung an das carboxylterminale
Cystein solcher Proteine, die eine CAAX Sequenz enthalten (C=Cystein; A=aliphatische
Aminosédure; X=eine andere Aminosaure) (M.B. Dalton et al., 1995). Schatzungsweise 80
bis 90% der durch Isoprenderivate modifizierten Proteine erhalten einen Geranylgera-
nyl-Rest. Die zelluléren Proteine Prelamin A, Lamin B und auch das p21Ras werden
dagegen farnesyliert.
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Die Farnesylation stellt den ersten Schritt der Prozessierung dar. Sie wird gefolgt von
endoproteolytischer Abspaltung der drei carboxylterminalen Aminoséuren und S-
Adenosylmethionin abhangigem Anhdngen einer Methylgruppe an die freie Carboxyl-
gruppe des farnesylierten Cysteinrestes. All diese Schritte sind jeder fir sich enzymab-
hangig.

Der fir die Prozessierung des p21Ras Proteins wichtige Schritt der Farnesylation wird
durch die Farnesyl-Protein-Transferase (FPTase) katalysiert. Es handelt sich um ein
heterodimeres, Zn* und Mg** abhangiges Enzym, das die Bindung von Farnesyl-
diphosphat an die CAAX-Sequenz des Akzeptorproteins katalysiert; X steht hier meist
fur einen Serin- oder Methioninrest, im Falle des p21Ras fiir einen Serin-Rest.

Da die Funktion des p21Ras von seiner Lokalisation an der Plasmamembraninnenseite
abhéngig ist, und die Membranverankerung nach Farnesylation des Proteins erfolgt, lag
die Uberlegung nahe, die Proteinfunktion durch Blockade der FPTase zu hemmen, um
so die Ras-abhédngige Zelltransformation zu unterbinden. Zwar werden neben Ras auch
noch andere Proteine farnesyliert, die meisten Substrate der Isoprenmodifikation erhal-
ten aber einen Geranylgeranyl-Rest, der mit Hilfe einer Gruppe von Geranylgeranyl-
Protein-Transferasen (GGPTase-I bzw. -I1) Gbertragen wird (N.E. Kohl et al. 1993). So
ist sichergestellt, dass der groRte Teil der posttranslationalen Modifikationen zellulérer
Proteine durch einen spezifisch entwickelten Farnesyltransferase-Inhibitor nicht beein-
trachtigt werden wirde.

Das Tetrapeptid CAAX ist die kleinste bendtigte Einheit fur die Erkennung des Ras
durch die FPTase. Man fand, dass Tetrapeptide mit der gleichen carboxylterminalen
Sequenz wie die Substrate der FPTase als kompetitive Hemmstoffe wirken. Solche mit
Serin oder Methionin an letzter Stelle gelten als wirksame Inhibitoren der FPTase.

Entwicklung von Farnesyl Protein Transferase Inhibitoren

Verschiedene Gruppen von Forschern haben sich mit der Entwicklung von FPTase-
Inhibitoren beschéftigt (z.B.: K. Leftheris et al. 1996; Y. Qian et al. 1996; Hunt et al.
1996; C. Hall et al. 1995; M. S. Kang et al.1995; E. C. Lerner ¢t al. 1995; Y. Qian et al.
1994; M. Nigam et al. 1993; A. M. Garcia et al. 1993).

Dabei sind eine Reihe von Substanzgruppen entstanden.
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Die Arbeitsgruppe um Nancy E. Kohl, Merck Research Laboratories verdffentlichte
beispielsweise im Juni 1993 Ergebnisse uber die Entwicklung eines selektiven, syntheti-
schen, organischen FPTase-Inhibitors.

Von dem CAAX-Motiv als Vorbild ausgehend und unter Berticksichtigung der Tatsa-
che, dass im K4A-Ras Cystein-lIsoleucin-Isoleucin-Methionin (CIIM) diese Sequenz
darstellen, entstanden die beiden Tetrapeptidanaloga L-731,734 und L-731,735.

HS . y 0
HEN]\/N\‘/\N N\_)J\O
/\ H 0O = J

|
Abbildung 2: CaaX analog prodrug L-731,734 ( N. Kohl et al.1993)

Bei beiden Peptiden sind die NH»-terminalen Peptidbindungen reduziert, um sie vor

Hydrolyse durch Aminopeptidasen, die normalerweise in Zellextrakten nachweisbar
sind, zu schiitzen. AulRerdem wurde beim L-731,735 das Methionin durch Homoserin
ersetzt, beim L-731,734 durch Homoserin-Lakton. Diese beiden Aminosauren Homose-
rin und Homoserin-Lacton sind strukturell dem Serin sehr &hnlich, welches man an der
X-Position des H-Ras sowie des Ras 2 von S. cerevisiae findet. Daher nahm man an,

dass man diese Aminosduren austauschen kann.

Mit dem Homoserin an der X-Position hatte man einen wirksamen in vitro Inhibitor (L-
731,735) entwickelt. Die Ladung des Carboxylendes wird aber dafiir verantwortlich ge-
macht, dass dieses Tetrapeptid nicht in intakte Zellen eindringen kann. Zyklisierung des
Homoserins zu einem Lakton brachte den gewiinschten Erfolg. Die Membranpassage
wird so erleichtert, weil das anionische Carboxylat maskiert ist, was die Lipidlslichkeit
der Substanz (L-731,734) erhoht.

Es konnte nachgewiesen werden, dass Kontrollzellen, die nur mit Medium inkubiert
wurden, die Ras-Proteine hauptséchlich membrangebunden aufweisen, wéhrend in mit
dem FPTase-Inhibitor behandelten Zellen Ras fast vollstdndig im Zytosol gel6st vor-
kommt. Die Prozessierung, die fur die Membranverankerung unerldilich ist, hat also
hier nicht stattgefunden.
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Man geht davon aus, dass die beschriebene Substanz L-731,734 die Ras Farnesylierung
in vivo hemmt; und dass sie spezifisch auf ras-transformierte Zellen und nicht generell
zytotoxisch wirkt. Letzteres fihrt man darauf zurtck, dass der Inhibitor nur ein einziges
Enzym hemmt, das direkt fir die biologische Aktivitat des Ras verantwortlich ist.

Etwa zur gleichen Zeit entwickelte der Arbeitskreis um James, Goldstein und Brown,
mit Genentech Inc. South San Francisco ebenfalls einen Farnesyl Transferase Inhibitor,
der die CAAX-Sequenz zundchst als Modell hatte. Solche Tetrapeptide, die einen aro-
matischen Rest an dritter Stelle im CAAX-Motiv haben (wie Cystein-Valin-
Phenylalanin-Methionin = CVFM), kdnnen die Farnesyltransferase in vitro inhibieren,
ohne selbst dabei farnesyliert zu werden. Die Wirkung fiihrte man sowohl auf den aro-
matischen Ring, als auch auf die Ladung des NH,-Restes zuriick. Auch diese Peptide
sind nicht membrangangig.

Da die Farnesyltransferase Zn**-abhangig ist, stellte man einen Vergleich der Tertiar-
strukturen zinkbindender Substanzen an und fand ein -Cys-X-X-Cys-Motiv, das hier
gehduft auftrat und als Modell fir die CAAX-Sequenz in gebundenem Zustand dienen
konnte. Zum Beispiel ordnen sich die Schwefelwasserstoffreste der beiden Cysteine der
Aspartat-Transcarbamylase so an ein einzelnes Zn**-Atom an, dass sie eine Tetrapeptid-
schleife bewirken. Nach diesem Vorbild entwarf man eine CAAX-Sequenz, die sich
ebenfalls Gber einen Schwefelwasserstoffrest einerseits und das Carboxylende anderer-
seits an ein Zn*" anlagert, so dass der dazwischen liegende Teil des Tetrapeptides eine
Schleife bildet. Die Schleife wurde durch ein nicht-Peptid-Gerist ersetzt, welches eine
schlaufendhnliche raumliche Struktur aufweist. Die NH, - und COOH- Reste wurden
beibehalten.

Eine der Verbindungen hatte als Ersatz fir die aliphatischen Aminoséuren der CAAX-
Sequenz ein 3-Amino-1-Carboxy-Methyl-5-Phenyl-Benzodiazepin-2-eins (BZA) erhal-
ten. Das BZA-Gerust ist hydrophob, also lipidgéngig und man erhélt wirksame Inhibi-
toren der CAAX-Farnesyltransferase. Man hat verschiedene BZA-Verbindungen herge-
stellt die jeweils in zwei Diastereomeren (-A oder -B) vorkommen. Sie wurden alle ge-
trennt getestet und haben unterschiedliche Wirkstérken. Diese sind in der folgenden
Abbildung dargestellt.
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Substanz
ICs0 (NM) Anzahl
Name Struktur der Versuche
CVFM CysValPheMet 39 (14-64)* 11
BZA-1A Cys(BZA)Met-COOH 380, 450 2
BZA-1B Cys(BZA)Met-COOH 430, 450 2
BZA-2A Cys(N-Me)(BZA)Met-COOH 350, 390 2
BZA-2B Cys(N-Me)(BZA)Met-COOH 0,85 (0,26-1,8) * 11
BZA-3A Cys(N-Me)(BZA)Ser-COOH 3 10.000 2
BZA-3B Cys(N-Me)(BZA)Ser-COOH 8,2 (6,2-10)* 3
BZA-4A Cys(N-Me)(BZA)Leu-COOH 84, 100 2
BZA-4B Cys(N-Me)(BZA)Leu-COOH 1,3(0,5-2,1)* 4
BZA-5B Cys(N-Me)(BZA)Met-COOMe 32,50 2
BZA-6B Cys(N-Me)(BZA)Met-CONH; 6,6, 19 2

nach G. L. James et al. 1993
*Mittelwerte und Streubreite

Abbildung3:  CaaX anaog prodrug BZA-5B (G.L. James et al. 1993) und die Wirkstérken der
verschiedenen BZA Diastereomeren

Lungentumoren

Das Bronchialkarzinom ist der hdufigste zum Tode fiihrende Tumor des Mannes in der
Bundesrepublik und in den meisten anderen industrialisierten Landern. Bei den Frauen
folgt es als zweithdufigster Tumor dem Mammakarzinom, wobei die Zahlen eine stei-
gende Tendenz aufweisen. Insgesamt macht das Bronchialkarzinom circa 25% aller
Karzinome aus, bei einer Inzidenz von 60 / 100.000 Personen / Jahr und einem Ver-
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haltnis Manner; Frauen von 3:1. Eine Ausnahme bildet das Adenokarzinom mit m:w =
1:6. Die Altersverteilung zeigt ein Maximum bei 55 - 60 Jahren, 5% der Patienten sind
unter 40 Jahren.

Nach klinischen und histopathologischen Gesichtspunkten unterscheidet man das klein-
zellige Bronchialkarzinom (SCLC = Small Cell Lung Carcinoma), das vom bronchialen
APUD-System (Amine Precurser Uptake and Decarboxylation-System)  ausgeht, vom
nichtkleinzelligen Bronchialkarzinom (NSCLC = Non Small Cell Lung Carcinoma), das
sich von den Epithelien der Bronchien und Bronchiolen herleitet. Nichtkleinzellige
Bronchialkarzinome bestehen histologisch zu 40-50% aus Plattenepithelkarzinomen, zu
ca. 25% aus Adenokarzinomen, zu 5-10% aus entdifferenzierten grof3zelligen Karzino-

men und aus einigen Mischformen.
NSCLC stellen mit etwa 80% den weitaus groReren Anteil der Bronchialkarzinome dar.

Weniger als 30% aller diagnostizierten Bronchialkarzinome sind einer chirurgischen
Therapie zufuhrbar. Die schnell wachsenden SCLCs sind zum Zeitpunkt der Diagnose
zu rund 80% bereits metastasiert und somit nicht mehr operabel. Sie zeigen haufig gutes
Ansprechen auf systhemische Chemotherapie, meist jedoch mit nur kurzer Remissions-

dauer.

NSCLCs dagegen sprechen schlechter auf Chemotherapeutika an, weshalb man in lokal
begrenzten Stadien die kurative Operation (H. Hoffmann et al. 2002), eventuell mit
Nachbestrahlung (PORT Meta-analysis Trialists Group 1998) anstrebt. Die adjuvante
Chemotherapie nach primérer Operation eines NSCLC ist noch nicht etabliert und bis-
her nur im Rahmen von Studien zu empfehlen (M. Serke, V. Rudat 2002).

Jedoch sind ca. 2/3 aller Patienten mit Bronchialkarzinomen bereits bei Aufnahme in
eine Klinik inoperabel und damit einer operativen Therapie mit kurativem Ansatz nicht
zugénglich. Bei metastasiertem NSCLC stellt die Chemotherapie die Standardbehand-
lung dar.

Die in vielen Féllen spate Diagnose beruht zum einen auf mangelnden Friihsymptomen,
zum anderen h&ufig auf der Unzuldnglichkeit bildgebender und invasiv-
bronchoskopischer Methoden. Sogenannte Screening-Methoden wie die zytologische
Befundung von Sputum- und Bronchial-Lavage Prdparaten sind bisher nur selten erfolg-
reich.
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2 Zielsetzung

Die zuvor beschriebene schlechte Uberlebensprognose der Patienten mit behandeltem
Bronchialkarzinom legt es nahe, neue Therapiemodalitaten in die Behandlung zu integ-
rieren. Auf diesem Gebiet waren zu Beginn der Arbeit eine Reihe von Farnesyltransfera-
se-Inhibitoren entwickelt und auf ihre Wirksamkeit hin Uberprift worden. Sie wurden
teils in vitro (N. E. Kohl, 1993), teils an Tumorzelllinien (G. L. James ¢t al., 1993; M. B.
Dalton et al., 1995) und teilweise im Tierversuch (J. Sun et al.; 1995) getestet. Inzwischen
liegen auch klinische Studien vor (F. Caponigro et al. 2003), diese zumeist in Kombinati-
on mit konventionellen Zytostatika oder Strahlentherapie.

Es war Ziel dieser Arbeit, die bisher vielversprechenden Ergebnisse tiber Farnesyltrans-
feraseinhibitoren am Beispiel der Substanz BZA-5B an nichtkleinzelligen Bronchialkar-
zinom Zelllinien, zu Gberprufen. Ein besonderer Schwerpunkt lag darin, die Wirksam-
keit auf K-ras-transformierte Tumorzellen der auf Tumorzellen ohne K-ras-

Transformation gegentiber zu stellen.

Es sollte damit geprift werden, ob Farnesyltranferaseinhibitoren Einfluss auf Ras-
abhéngige Funktionen haben und somit experimentell zur Blockade einsetzbar waren.
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3 Material und Methoden

3.1 Materialien

311 Chemikalien und Losungen
Acrylamid Merck / Darmstadt
10% APS (Amoniumpersulfat) Hoechst / Frankfurt

BZA-5B(3-Amino-1-Carboxy-Methyl-5-Phenyl- Genentech Inc./ S. Francisco
Benzodiazepin-2-eins-5B)
DMSO Merck / Darmstadt

DTT (1,4-Dithiotreitol) Merck / Darmstadt
TEMED (N, N, N, N’- Tetramethyl- Promega / Heidelberg
Ethylendiamin)

10 x TBE-Puffer: 540 g Tris-Base
240 g Borat
200 ml 0,5 M EDTA ad 51 dH,O

PBS (Phosphate Buffered Saline) pH 7,2 Behring / Marburg
8,0 g NaCl
0,29 Kl
1,15 g Na,HPO,
0,29 KH,PO, ad 1l dH,O

3.1.2 Zellkultur

ZellkulturgeféRe:

Kulturflaschen, steril Greiner / Frickenhausen
Kulturflache 25 cm? Volumen 50 ml
75 cm? 250 ml
175 cm? 650 ml
Gewebekulturplatten, steril Greiner / Frickenhausen

6 Kavitaten ( 6-well-Platten)
24 Kavitaten (24-well-Platten)
96 Kavitaten (96-well-Platten)
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Kloning-Schalen Durchmesser 3 cm Nunc / Wiesbaden
Einfrierampulle 1ml; Gesamtvolumen 1,2 mi Nunc / Wiesbaden

Probenréhrchen mit Schraubverschluf3 Falcon / Heidelberg
Durchmesser 17 cm Volumen 15 ml

30 cm 50 ml

Zellkulturmedien:

RPMI 1640 mit L-Glutamin Gibco-BRL / Eggenstein

DMEM (Dulbeccos modified Eagle medium) Gibco-BRL / Eggenstein

FCS (Fetales Kalberserum) Gibco-BRL / Eggenstein

L-Glutamin, 200 mM Seromed / Berlin

Sonstiges:

EDTA (Ethylen-diamin-tetraacetat) 0,02%

in PBS, steril

Einwegpipetten Boehringer / Mannheim
1ml, 2 ml, 5ml 10 ml, 25 ml

Pipetierhilfe Pipetman Eppendorf / Hamburg

Mycoplasma Tissue Culture Mycoplasmen-Test Gilson, Abimed / Villiers-le-bel,

Frankreich

Gen-Probe liber
Hermann Biermann / Bad Nau-
heim

313 Wachstumskinetik / Zellzahlung

Coulter counter fluid; isotonische Verdiinnungsidsung ~ Merck / Darmstadt
Cell coun trainer 1 Gefélie Miller ratiolab / Dreieich

3.14 Radioaktiver Thymidineinbau
Szintillationsrohrchen 6 ml mit Schraub-/Steckverschluf Dunn / Asbach
Szintilationsflussigkeit Roth / Karlsruhe

Thymidin [6-°H] in wassriger Losung Amersham / Braunschweig
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315 Semiquantitative RT-Polymerase-Kettenreaktion

3151 RNA-Isolierung
RNAzola B

Chloroform
Isopropanol
Ethanol 75%

3.15.2 cDNA-Synthese

Oligo dT ,,, Primer
RNAsIn
MMLV-RT

3.15.3 RT-PCR-Methode

dNTP Set (Desoxyribonukleotidtriphosphat Set)
Taq DNA Polymerase

%P Nukleotide in wassriger Losung
Bromphenolblau

1 kb-Leiter (DNA-Standard)

PCR- Mineral6l

Oligonukleotidprimer

Biotex Laboratories, Inc /
Houston, Texas
Merck / Darmstadt

Merck / Darmstadt
Riedel-de Haen AG

Gibco-BRL / Eggenstein
Boehringer / Mannheim
Boehringer / Mannheim

Boehringer / Mannheim
Boehringer / Mannheim
DuPont NEN / Dreieich
Sigma / Miinchen
Gibco-BRL / Eggenstein
Sigma / Miinchen

Institut fur Molekularbiologie
und Tumorforschung / Mar-
burg

Glyceraldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH)
(5"-primer) 5°- CGT CTT CAC CAC CAT GGA GA
(3 -primer) 3- CGG CCATCACGC CACAGTTT

humane Urokinase (hUK)
(5"-primer) 5°- TCC ATC GAACTG TGACTG TC
(3 -primer) 3°- TCA TGC ACC ATG CAC TCT TG

Cathepsin L (Cat L)
(5”-primer) 5"- AAG GCT GCA ATG GTG GCC TAATGG
(3"-primer) 3"- GGC AAT TCC ACA ATG GTT TCT CCG
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Keratin 8 ( K8)

(5"-primer) 5°- GCA GTT ACG GTC AAC CAG AG

(3 -primer) 3’- GTACTG TGC CTT GAC CTC AG

3.1.6 Gerite

Mikroskop Labovert
Mikrofotoeinrichtung Wild MPS 05/12
Wasserbad

Zellzahlgerat Coulter Counter ZM

Biofuge A Tischzentrifuge

Biofuge 13 Tischzentrifuge
Minifuge RF

Cytoperm Brutschrank, CO,-begast
PHD cell harvester

b-counter LKB Wallac 1219 Rackbeta

Photometer DU-6 Spectrophotometer
Heizblock Techne Dri-Block DB 3
Robo-Cycler PCR-Gerat

Geltrockner (Gel Dryer Model 583)

317 Sonstiges

Rontgenfilm X-Omat AR
Farb-Diafilm Ektachrome 100 ASA
Reaktionsgefalie mit Deckel

0,75 ml, 1,5 ml und 2,0 ml
ReaktionsgefaRe ohne Deckel

1,5 mi
Software Densitometrie: Gel-Scan 3.1

Leitz / Wetzlar
Leica / Bensheim
Heraeus /Hanau

Coulter Electronics / Luton,
England
Heraeus Christ /7 Osterode

Heraeus / Hanau
Heraeus Christ / Osterode
Heraeus / Hanau

Cambridge Technologie, Uber
Dunn / Asbach

LKB Wallac OY 7/ Turku, Finn-
land

Beckmann / Miinchen

Techne / Wertheim
Stratagene / Heidelberg
BioRad / Miinchen

Kodak / New York
Kodak / New York
Eppendorf / Hamburg

Eppendorf / Hamburg

Lab Office Firma BioSieTec
Dr. R. Jager / Frankfurt
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3.2 Methoden

3.2.1 Routinezellkultur

Alle Versuche wurden mit humanen Bronchialkarzinomzelllinien und Mausfibroblasten-
Zelllinien durchgefhrt.

Samtliche Arbeiten mit Zellkulturen erfolgten an der Sterilbank mit Zellkulturflaschen.
Diese haben den Vorteil, dass die Kontaminationsgefahr im Vergleich zu den Kultur-
schalen deutlich geringer ist.

Die Kultivierung der verwendeten Zelllinien erfolgte in 5% CO,-begasten Brutschran-
ken bei 90% Luftfeuchtigkeit und 37°C.

Die Zellen wurden zweimal in der Woche passagiert und mit frischem, im Wasserbad
auf 37°C angewarmtem Medium versorgt. War das Medium zwischen den Passagen
gelblich verfarbt (Indikator fiir die Anderung des pH-Wertes) und somit verbraucht,
wurde es gewechselt, indem das alte Medium steril abgesaugt und durch 20 ml frisches,
angewdrmtes Medium ersetzt wurde.

Eine Kulturflasche konnte sechs bis acht Wochen verwendet werden.
3.2.2 Die Zellinien

3221 LCLC-97TM1

Die Zelllinie LCLC-97TM1 wurde 1978 in Zusammenarbeit der ha&matologisch-
onkologischen Abteilung der Philipps Universitdt Marburg mit der humangenetischen
Abteilung der Liebig Universitdt GieRen aus einem Xenotransplantat eines Primértu-
mors etabliert, der histologisch ein grol3zelliges Bronchialkarzinom darstellt.

Die Zellen wachsen in oben beschriebenem R 10 Medium adharent mit einer Ver-
dopplungszeit von 26 Stunden (G. Bepler et al., 1988) und weisen eine Mutation des ras-
Gens auf (Ergebnisse der Arbeitsgruppe).

3222 EPLC-32M1

Die Zellen wurden ebenfalls von den beiden o.a. Instituten der Philipps Universitat und
der Liebig Universitat etabliert. Histologisch wenig differenzierte Zellen der Linie
EPLC-32M1 eines squam@sen epitheloidzelligen Karzinoms wurden zundchst aus einem
menschlichen Primartumor gewonnen, dann aber wegen Kontamination durch die se-
kundare Zelllinie eines Nacktmaus-Transplantats ersetzt.
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Auch diese Zellen wachsen adhdrent mit einer Verdopplungszeit von 16 Stunden (G.
Bepler et al. 1988), es sind aber keine Mutationen des K-ras-Gens oder N-ras-Gens nach-
weisbar (Ergebnisse der Arbeitsgruppe).

3223 LCLC-103H

Eine weitere Linie, die von den beiden oben erwdhnten Arbeitsgruppen in Zellkultur
etabliert wurde, zeigt das histologische Bild eines grof3zelligen Bronchialkarzinoms mit
Riesenzellen. Sie wurde LCLC-103H benannt. Die menschlichen Tumorzellen wurden

aus dem Punktat eines Pleuraergusses gewonnen.

Bei adhdrentem Wachstum weisen sie eine Verdopplungszeit von 40 Stunden auf (G.
Bepler et al. 1988). Auch hier ist keine Mutation im K-ras-Gen oder N-ras-Gen nach-
weisbar (Ergebnisse der Arbeitsgruppe).

3224 NCI-H23

Das histologische Bild eines Adenokarzinoms bietet die Zelllinie NCI-H23, die ebenfalls
adhérentes Wachstum (D. N. Carney et al.,1985) und eine ras-Mutation aufweist (Mitsu-
domi,1991).

3.2.25 NIH-3T3 und NIH-3T3ras

Mausfibroblasten NIH-3T3 und NIH-3T3ras. Etabliert 1988 durch Transfektion mit
dem Plasmid pMS-ras (M. Schuermann et al. 1990).

3.2.3 Zellkultur

Die Zellen der nicht kleinzelligen Bronchialkarzinom- (NSCLC = Non Small Cell Lung
Carcinoma) Zelllinien wurden in RPMI-Medium kultiviert, dem vor der Verwendung
10% warmeinaktiviertes fetales Kélberserum (RPMI-Medium + 10% FCS = R 10) und

1% L-Glutamin zugesetzt wurden.

Die Zelllinien der Mausfibroblasten wurden in Dulbecco-Vogts-modifiziertem-Eagle-
Medium DMEM (Dulbecco und Vogt, 1954), ebenfalls mit 10% wéarmeinaktiviertem
fetalem Kélberserum (DMEM + 10% FCS = D 10) und 1% L-Glutamin versetzt, kulti-
viert. Die Inkubation erfolgte in mit 5% CO, begasten Brutschranken bei 37°C und
90% Luftfeuchtigkeit.
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Alle verwendeten Zelllinien wurden auf Mykoplasmenkontamination getestet und gege-
benenfalls mit dem Antbiotikum Ciprofloxacin therapiert. Die Zellen konnten getestet

werden, nachdem sie drei Tage in antibiotikafreiem Medium kultiviert worden waren.

Als Test-Kit wurde ein DNA-Sonden Test zum Nachweis von Mykoplasmen in Zellkul-
turen verwendet, der auf dem Prinzip der Nukleinsdure-Hybridisierung beruht (Myco-
plasma Tissue Culture von Gen-Probe). Mit Hilfe einer spezifischen H-3-markierten
DNA-Sonde, die die komplementére ribosomale RNA Sequenz der Mykoplasmen er-
kennt, werden die Erreger direkt nachgewiesen. Die Aktivitdt wurde im b-Counter mit

dem Programm A2 gemessen.

Im Falle eines positiven Mykoplasmen Nachweises, wurden die Zelllinien tiber mehrere
Wochen mit dem Antibiotikum Ciprofloxacin-Hydrochlorid behandelt. Es wurde in
einer Konzentration von 50ug / ml eingesetzt und bei jedem Mediumwechsel, also etwa
zweimal pro Woche dem Medium zugesetzt.

Nach erfolgter Behandlung wurden die Zellen erneut einem Mykoplasmen-Test unter-
zogen. Erst bei negativem Mykoplasmen-Test wurden die Zelllinien fur die Versuche
eingesetzt und kultiviert.

3.24 Auftauen von Zellen

Die in flissigem Stickstoff eingefrorenen Zellen wurden bei 37°C im Wasserbad aufge-
taut und sofort in ein 15 ml Reaktionsgefédl3 pipetiert. Langsam und unter Schwenken
wurden 10 ml 37°C warmen Mediums dazugegeben und noch einmal vorsichtig durch-
mischt. Um das DMSO des Einfriermediums herauszuwaschen wurden die Zellen 5 min
bei 800 Upm zentrifugiert und der Uberstand abgesaugt. Sie wurden in 5 ml Medium
resuspendiert und mit weiteren 15 ml Medium in eine Kulturflasche mit 25 cm? Kultur-

flache ausgebracht.

3.25 Umsetzen und Vermehren von Zellen

Um ein optimales Wachstum zu gewahrleisten, mussen die Zellen ca. 80% konfluent
sein, bevor sie passagiert werden. Das Vermehren der Zellen und somit des verfiigbaren
Materials erfolgte durch Aufteilen des vorhandenen Materials auf mehrere Kulturfla-
schen oder auf Flaschen mit grolRerer Kulturfléche. Sollte eine Zelllinie in Kultur gehal-
ten werden, ohne vermehrt zu werden, wurde beim Passagieren ein Teil der Zellen wie-

der auf die alte Kulturflache ausgebracht, die anderen Teile wurden verworfen.
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Nach Absaugen des Mediums wurden die Zellen mit 2 ml EDTA gewaschen und mit
weiteren 2 ml EDTA inkubiert bis sie sich abgerundet und vom Kulturflaschenboden
gelost hatten. Sie wurden in ein steriles Reaktionsgefal? tiberfuhrt und 5 min bei 1000
Upm zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt, die Zellen in 5 ml Medium re-
suspendiert und nochmals 5 min bei 1000 Upm zentrifugiert, der Uberstand abgesaugt
und wiederum die Zellen in 5 ml Medium resuspendiert. Im Verhaltnis 1:2 bis 1:5 wur-
den die Zellen auf Kulturflaschen ausgebracht.

3.2.6 Einfrieren von Zellen

Die Zellen sollen sich zum Zeitpunkt des Einfrierens in der exponentiellen Wachstums-
phase befinden, d. h. sie sollen ca. 70-80% konfluent sein.

Zundchst wurde eine DMSO-L6sung angesetzt. Dafur wurden 1 ml DMSO zu 6,2 ml
Medium pipetiert und auf Eis gestellt. Aus den Kulturflaschen wurde das Medium abge-
saugt und die Zellen mit 2 ml EDTA gewaschen, bevor sie mit 2 ml EDTA / Trypsin
abgeldst wurden. Wéhrend der Inkubationszeit wurden die Einfrierampullen beschriftet.
Die abgeldsten Zellen wurden in ein steriles Reaktionsgefal? tberfiihrt und 5 min bei
800 Upm zentrifugiert. Nach Absaugen des Uberstandes wurde das Pellet in frischem
Medium resuspendiert. Die vorbereitete DMSO-L6sung wurde langsam dazupipetiert
und die Zellsuspension auf die Ampullen verteilt, die sofort auf Eis gestellt wurden. Fir
eine Ampulle bendtigt man 0,5 ml Resuspensionsmedium und 0,7 ml DMSO-L&sung,
fur zwei Ampullen 1 ml Medium und 1,2 ml L6ésung, fur drei Ampullen 1,5 ml Medium
und 1,8 ml Lésung. In Styroporbehaltern mit Deckel wurden die Zellen bei - 80°C Gber
Nacht eingefroren und am nédchsten Tag in Tanks mit fllissigem Stickstoff Gberfihrt.

3.2.7 Inhibitorzugabe

Der Farnesyltransferaseinhibitor BZA-5B der Firma Genentec Inc. wurde laut Firmen-
angaben als 100 mM Stammldsung in 100% DMSO bei - 20°C aufbewahrt. Direkt vor
Gebrauch wurde die Stammlésung 1:100 in frischem 10 mM DTT /PBS verdiinnt. An-
schlieRend wurde diese Losung langsam 1:10 (bzw. 1:20; 1:25; 1:33,33; 1:50 und 1:100)
mit 1 mM DTT / Medium L6sung versetzt und kréftig gemischt, so dass sich kein Pré-
zipitat bildete. Die Endkonzentrationen betrugen fiir BZA-5B 50nM (bzw. 25nmM; 20
UM; 15 pM; 10 pM und 5 pM), fir DTT 0,5 mM und fur DMSO 0,05%.

Vor der Inhibitorzugabe wurden 4000 Zellen / ml ausgebracht und tiber Nacht inku-
biert damit sie adhdrent werden konnten. Alle drei Tage erfolgte ein Inhibitor- und Me-
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diumwechsel, wobei ein Teil der ohne Inhibitor inkubierten Vergleichszellen mit ent-
sprechenden Konzentrationen DTT und DMSO versetzt wurden, um BZA-5B unspezi-
fische Effekte erkennen zu kénnen.

3.2.8 Fotodokumentation der Zellmorphologien

Nach dem Ausbringen der Zellen NIH-3T3 und NIH-3T3ras auf 6-well-Platten, wur-
den sie Uber Nacht inkubiert, damit sie adhdrent werden konnten. Nach 24 Stunden
erfolgte ein Mediumwechsel, wobei in jeweils drei Kavitaten einer Platte Inhibitor zuge-
geben wurde. Nach weiteren 48 Stunden wurden die Zellen unter dem Mikroskop zur
Dokumentation fotografiert.

329 Zellzdhlung

Die verschiedenen o. g. Zelllinien wurden mit jeweils 4000 Zellen / ml auf 24-well-
Platten ausgesét und tiber Nacht inkubiert. Dafur wurde 0,5 ml Zellsuspension je Kavi-
tat ausgebracht.

Nach 24 Stunden (Tag 1) wurde ein Mediumwechsel vorgenommen, wobei 0,5 ml fri-
schen Mediums und 0,5 ml der Inhibitorlésung bzw. der Kontrolllosung mit DTT /
DMSO bzw. fur den Leerwert weitere 0,5 ml frischen Mediums je Kavitét eingesetzt

wurden.
Ein weiterer Mediumwechsel erfolgte an Tag 4.

Die Messungen mit dem Coulter Counter wurden an Tag 1, Tag 3, Tag 5 und Tag 7

durchgefuhrt.
Tag 0 Aussaat
1 Messung 1. Platte  Inhibitorzugabe und Mediumwechsel
2
3 Messung 2. Platte
4 Inhibitor- und Mediumwechsel
5 Messung 3. Platte
6
7 Messung 4.Platte

Fir eine Messung wurde das Medium jeweils einer 24-well-Platte abgesaugt, die Zellen
vorsichtig mit EDTA gewaschen und mit 0,5 ml EDTA / Trypsin-Lésung inkubiert.
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Dabei ist darauf zu achten, dass immer nur drei Kavitaten gleichzeitig abgesaugt werden,
um ein Austrocknen der Zellen zu vermeiden. Nach dem Ablésen der Zellen vom Bo-
den der Kulturplatte wurden die Zellen jeder Kavitdt in 9,5 ml isotoner Coulter Counter

Losung behutsam suspendiert und aufgenommen.

Jedes der 24 Coulter Counter GeféalRe wurde vor der Messung gegen einen Leerwert von
10 ml isotoner LAsung drei mal langsam umgeschiittelt um eventuell abgesunkene Zel-
len gleichmé&Rig in der Losung zu suspendieren. Nach der Messung wurden die Proben

verworfen.

Die erhaltenen Werte wurden in Tabellen eingetragen und nach Errechnung der Mittel-
werte halblogarithmisch aufgetragen.

3.2.10 Radioaktiver Thymidineinbau MMT-Test

Um neben der absoluten Zellzahl ein Mal fur die Wachstumsgeschwindigkeit der kulti-
vierten Zellen zu haben, wurde in der Zellkultur radioaktiv markiertes Thymidin ange-
boten, welches wéahrend der Zellproliferation in das Genom eingebaut wird. Je starker
die Proliferation in der Kultur, desto hoher ist nach Inkubation die Konzentration an
radioaktiv markiertem Thymidin in der dann hergestellten Zellsuspension. Die von der
Suspension ausgehende Strahlung kann dann in einem b-Counter-Gerat gemessen und
quantifiziert werden. Die Menge der abgegebenen Strahlung kann als Mal3 fir die Proli-
feration der jeweiligen Zellkultur herangezogen werden.

Fur den Proliferationstest wurden 16 x 10° Zellen / ml auf 96-well-Platten ausgebracht,
wobei in jede Kavitat 50 pl Zellsuspension mit der Multipette pipetiert wurden. Die
Platten wurden (iber Nacht inkubiert, um die Zellen adhdrent werden zu lassen.

Nach 24 Stunden wurde der Farnesyltransferaseinhibitor wie beschrieben auf eine Kon-
zentration von 15 uM verdunnt und in die Hélfte der 96 Kavitaten einer Platte je 50 pl
dazupipetiert. Die restlichen Kavitaten wurden mit je 50 pl der entsprechenden Kon-
zentration DMSO / DTT / Medium versehen. 10ul Tritium-Thymidin wurden in einem
sterilen ReaktionsgefaR in 5 ml PBS verdinnt. Mit der Multipette wurden je 10 pl dieser
Ldsung in jede Kavitét pipetiert und die Platten nochmals iber Nacht inkubiert.

Nach 24 Stunden wurde das Medium mit dem Cell-Harvester vorsichtig abgesaugt, die
Zellen mit 50 pl EDTA sorgféltig gewaschen, mit 50 ul EDTA 7/ Trypsin Losung uber-
schichtet und inkubiert. Unter wiederholter Mikroskopkontrolle wurde abgewartet, bis
die Zellen sich nach einigen Minuten abgerundet und von der Unterlage gel6st hatten.
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Mit dem Cell-Harvester wurden die Zellen abgesaugt, dabei in Filtern gesammelt und in
Szintilationsréhrchen tberfuhrt, die vorher mit je 2 ml gebrauchsfertiger Szintilationslo-

sung befllt worden waren.

Nach dem VerschlieRen der Szintilationsrohrchen wurden sie im b-Counter mit dem

Programm A2 gemessen.

3211 RNA-Isolierung

Fur die Isolierung von RNA wurde mit den oben beschriebenen Zellinien LCLC-
97TM1 und EPLC-32M1 eine Inhibitionskinetik durchgefiihrt. Die Zellen wurden auf
14 Kloningschalen (3 cm Durchmesser) je Zellinie mit 16 x 10° Zellen / ml ausgeséht.
Die Schalen wurden zu sieben verschiedenen Zeitpunkten nach Inhibition mit 15 uM
BZA-5B bzw. nach Zugabe der entsprechenden DMSO / DTT / Medium L&sung ge-
erntet. Hierflr wurde das RNA-Isolierungs-Reagens RNAzol B verwendet. Als Zeit-
punkte wurden 0 Stunden, 2, 4, 8, 12, 24, und 48 Stunden gewahlt.

3.211.1  Homogenisierung

Aus den vier gleichzeitig zu erntenden Kloningschalen wurde das Medium abgesaugt.
Die Zellen wurden zwei mal mit PBS gewaschen, bevor in jede Schale 300 ul RNAzol B
pipetiert wurden. Nach kurzer Einwirkzeit wurde das Lysat mehrfach auf und ab pipe-
tiert und dann in jeweils ein 1,5 ml Eppendorf-Réhrchen uberfiihrt.

3.2.11.2 RNA-Extraktion

Jeder Probe wurden 30 pl Chloroform zugegeben; die Rohrchen wurden fest verschlos-
sen, 15 Sekunden lang umgeschittelt und fir 5 min auf Eis gestellt. Es folgte eine
Zentrifugation bei 12.000 g fur 15 min in der Minifuge A bei 4°C im Kiihlraum. Das
Homogenat zeigte nach Zentrifugation eine untere blaue Phenol-Chloroform-Phase,
eine obere wassrige Phase und eine Interphase, in der sich DNA und Proteine befinden.
In der wassrigen Phase ist die RNA geldst.

3.211.3  RNA-Prézipitation

Die obere Phase wurde in frische Eppendorf-Réhrchen tberfuhrt, 1:1 mit Isopropanol
versetzt, und 15 min auf Eis gestellt. 15 min(tige Zentrifugation bei 12.000 g in der Mi-
nifuge A im Kihlraum ergab ein zum Teil mit bloRem Auge nicht sichtbares RNA-
Pellet.
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3.2114 Waschen der RNA

Der Uberstand wurde vorsichtig abpipetiert, das Pellet mit je 300 pl 75% igem Ethanol
versetzt, kurz gevortext und nochmals fur 8 min bei 7.500 g in der Minifuge A im Kuhl-

raum zentrifugiert.

3.2.11.5 Trocknen der RNA

Nach Dekantieren des Uberstandes wurden die Pellets bei 37°C im Heizblock ca. 30
min getrocknet. Dabei ist darauf zu achten, dass die Pellets nicht vollstdndig trocken
werden, weil dies die Loslichkeit der RNA herabsetzen wiirde.

3.2.11.6 Einfrieren der RNA

Jedes RNA-Pellet wurde in 30 ul DEPC- (Diethylpyrocarbonat-) Wasser verdiinnt und
bei - 80°C eingefroren.

3.2.12 cDNA Synthese

3.212.1  Photometrische Bestimmung der RNA Konzentration

3 pl jeder RNA-L6sung wurden mit H,O auf 1 ml Gesamtvolumen verdiinnt und gut
gemischt. Die Messung erfolgte in einer Quarzkivette gegen Wasser als Nullabgleich bei
260 nm im Spectrophotometer.

Die Absorbtion (OD 260) x 2 entspricht der RNA Konzentration in pg / pl.

3.212.2  cDNA Synthese

Nach der Konzentrationsbestimmung der RNA erfolgte ein Angleichen der Konzentra-
tionen aller 28 Proben mit H,O-DEPC.

Fir die cDNA Synthese wurde zunéchst ein Puffermix angesetzt:

OligodT (0,5ug /7 ul) 2,5 ul 72,5 ul
dNTPs (je 10 mM) ; je 3,6 ul je 104,4 ul
RNasin(30-40 U 7 pl) ; 20ul x29 58,0 ul
5 x RT-Puffer ; 80l 2320l
0,LMDTT ; 4,0 pl 161,0 pl
MMLV-RT (200U / pl) : 1,5 ul 43,5 pl
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Die 28 Proben RNA wurden zunachst fir 10 min bei 70°C im Heizblock inkubiert und
dann auf Eis gestellt.

Fur den Reaktionsansatz wurden jeweils 7,6 il RNA in DEPC-Wasser, fur den Leerwert
7,6 Ul DEPC-Wasser eingesetzt, die in frische 1,5 ml Eppendorf Reaktionsgefalie pipe-
tiert wurden. Zu jedem Ansatz und dem Leerwert wurden 32,4 ul Puffermix gegeben.
Die Inkubationszeit im Heizblock betrug 150 min bei 37°C und anschlieBend 10 min
bei 95°C. Hiernach wurden die Proben sofort auf Eis gestellt und bei - 20° C eingefro-

ren.

3.2.13 Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaktion = PCR), Mitte der achtziger
Jahre von Kary Mullis entwickelt (K. Mullis, F. Faloona; 1987), bietet die Mdglichkeit
aus einer kleinen Menge vorgegebener DNA eine groe Menge von Kopien einer spezi-
fischen DNA-Sequenz zu produzieren.

Das Enzym DNA-Polymerase bedient sich einzelstréngiger DNA als Matritze flr einen
neuen, komplementdren Strang. Einzelstrang-DNA erhélt man im Denaturierungs-
schritt, indem man Doppelstrang-DNA auf Temperaturen um 94°C erhitzt.

AuRerdem benétigt die DNA-Polymerase ein kurzes Stiick doppelstangiger DNA, um
die Synthese zu beginnen. Somit kann man den Startpunkt der Synthese auswéhlen, in-
dem man Oligonukleotidprimer hinzugibt, die sich an gewtnschter Stelle anlagern und
so die Synthese eines speziellen DNA-Bereiches starten (engl. prime). Das Binden (engl.
annealing) der Primer an die komplementéren Sequenzen der DNA geschieht bei Tempe-
raturen von 37-60°C. Die Annealingtemperatur ist entscheidend fiir die Spezifitit der
PCR, wobei niedrige Temperaturen eine hohe Amplifikationsrate und mehr unspezifi-
sche Primerbindungen und hohe Temperaturen eine geringe Amplifikationsrate jedoch
spezifische Primerbindungen zur Folge haben.

Im dritten Schritt, der Extension, findet die eigentliche Vervielfaltigung der gew(insch-
ten DNA-Sequenz statt, indem sich die zugegebenen Desoxynukleotide (ANTPs), kata-
lysiert durch die DNA-Polymerase, anlagern. Die verwendete Tag-Polymerase stammt
aus dem Bakterium Thermus aquaticus, welches in heilen Quellen bei einer Temperatur
von 75°C lebt. Das Enzym hat ein Temperaturoptimum von 72°C und bestimmt damit
die Extensionstemperatur, ist aber auch noch bei 94°C stabil (A.Chien ¢t al. 1976), wes-
halb es nach einmaliger Zugabe auch die Denaturierungsschritte unbeschadet tibersteht.
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Nach dem Extensionsschritt folgt wieder ein kurzer Denaturierungsschritt, in dem die
neu polymerisierten, doppelstrangigen DNA-Fragmente in Einzelstangfragmente aufge-
trennt werden. So kdnnen diese im folgenden Zyklus als neue Matritzen fur die Zielse-
quenz fungieren. Der Zyklus, bestehend aus Denaturierung, Annealingschritt und Ex-
tension, wird 30-60 mal wiederholt.

Es wurde ein Mixansatz pipetiert:

dNTPs ; 8 ul 240 pl
10 x PCR-Puffer ; 5ul 150 pl
H,O ; 26 pl 780 pl
3’-Primer . 5ul=50pmol x30 150 pl
5'-Primer : 5ul =50 pmol 150 pl
Tag-Polymerase ; 02ul=1U 6 pl

49,2 ul 1476 pl

In 0,75 ml Eppendorf Reaktionsgefdlie wurden nach dem Auftauen von jeder der 28
oben beschriebenen cDNA-Proben 1ul vorgelegt. Dem Mix wurde 0,1 pl a(* P)dCTP
pro Ansatz, also 3 pl des radioaktiven Markers zugegeben, bevor 49,3 ul des Mixansat-
zes in jedes vorbereitete Reaktionsgefald pipetiert wurden. Der Inhalt jedes R6hrchens
wurde mit zwei Tropfen PCR-OI tberschichtet, die Réhrchen wurden fest verschlossen
und in das vorgeheizte PCR-Gerat Robo-Cycler gestellt. Das Programm lief mit 60°C
Annealing-Temperatur, 72°C Extensions-Temperatur und 95°C Denaturierungs-
Temperatur in 30 (=28+2) Zyklen.

Als Primer wurden humane Urokinase (HUK), Keratin 8 (K 8) und Cathepsin L (Cat L)

verwendet.

Keratin 18 (K18) und das coexprimierte Keratin 8 sind Filamentproteine, die in norma-
lem Epithelgewebe und persistierend in vielen Karzinomen vorkommen. Starke Expres-
sion findet man in Karzinomen epithelialer Organe wie Leber, Pankreas, Dick- und
Dunndarm, Mamma, Uterus und Harntrakt. In ras-transformierten Zellen ist sie um ein
vielfaches hoher als in Zellen, die den Wildtyp aufweisen. K8 und K18 werden in be-
sonderem MaRe fiir das invasive Verhalten und somit auch fir die Metastasierungsten-
denz der betreffenden Tumoren verantwortlich gemacht (R. Pankov et al. 1994).
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Cathepsin L ist ein proteolytisches Enzym, das man unter physiologischen Bedingungen
hauptsachlich in Lysosomen antrifft. Die Expression dieser Cystein-Proteinase auf
mRNA Ebene als auch die Enzymaktivitat sind in Lungentumoren nachweislich hoher
als in normalem Lungengewebe (P. Ledakis et al. 1996). Sie korreliert zudem mit der
Expression des Ras-Proteins (A. F. Chambers et al. 1992). Die Genexpression wird aber
durch verschiedene Faktoren, wie z.B. Wachstumsfaktoren reguliert (M. Nilsen-
Hamilton; 1991).

Humane Urokinase, ein direkter Aktivator der Plasminogen-Plasmin-Umwandlung, wird
von verschiedenen Tyrosin-Kinasen reguliert und ist unter anderem abhangig von der
ras-Aktivitat (E. Lengyel et al. 1995). Weitere Faktoren wie Zytokine zur Aktivierung von
Transkriptionsfaktoren spielen hier ebenfalls eine regulierende Rolle fur die Expression
(E. Lengyel et al. 1995).

3.2.14 Acryl-Amid-Gele 6%

Fir ein Gel werden ca. 40 ml benétigt.

8 ml Acryl-Amid und 2 ml TBE wurden auf 40 ml mit Wasser aufgefiillt und mit 800 pl
10% igem APS (Amoniumpersulfat) und 80 ul TEMED versetzt.

Die Gele wurden mit Kdémmen fur 16 Spuren gegossen.

Wenn die Gele fest geworden waren, wurden die Gelkammern vorbereitet. Als Laufpuf-
fer wurde Y2 x TBE verwendet, das aus 10 x TBE mit Aqua bidest 1:20 verdinnt wurde.

Die Gele wurden eingespannt, angeschlossen und konnten vorlaufen.

In 1,5 ml Eppendorf Reaktionsgefdle ohne Deckel wurden fir jede Probe und den
Blank 2 pl Blaumarker vorgelegt und 10 pl jeder Probe pipetiert. Dabei war darauf zu
achten, mit der Pipettenspitze durch das Ol in die wassrige Probenphase zu gelangen.

Mit den 28 Proben und Blank wurden zwei Acryl-Amid-Gele beladen wobei in die erste
Spur jedes Gels DNA-Gro6ien-Leiter aufgetragen wurde. Die Proben liefen bei 85 bis
120 Volt und wurden bei 56 °C fiir 45 bis 90 min auf dem Geltrockner getrocknet und
in eine Filmkassette eingelegt.

Der aufgelegte Rontgenfilm wurde nach ca. 24 Stunden in der Entwicklungsmaschine
der Rontgenabteilung entwickelt.
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3.2.15 Densitometrie

Zur objektiven Quantifizierung der erhaltenen Banden wurde eine Densitometrie
durchgefiihrt. Die Software Gel-Scan 3.1 stellte freundlicherweise Dr. R. Jager Lab Of-
fice, Firma BioSieTec zur Verfugung. Das Programm misst die Dichteunterschiede der
PCR-Banden und stellt sie graphisch dar.
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4 Ergebnisse

Die im folgenden beschriebenen Testreihen wurden sdémtlich mit BZA-5B durchgefiihrt,
das uns von der Firma Genentech Inc. South San Francisco zur Verfiigung gestellt wur-
de. Als Losungsmittel wurde die von der Herstellerfirma vorgegebene Mischung
DTT/DMSO verwendet.

Wir verglichen die Wirksamkeit der Substanz an Zelllinien mit und ohne K-ras-Mutation
verschiedener humaner Karzinomzelllinien sowie Mausfibroblasten-Linien mit und oh-
ne ras-Mutation, da die Arbeitsgruppe um James, Goldstein und Brown der Firma Ge-
netech, die BZA-5B entwickelten, eine spezifisch auf das G-Protein Ras bezogene Wir-
kung beschrieben haben (G.L. James et al.; 1994).

4.1  Auswirkung auf die Zellmorphologie
Die Auswahl der Fotografien zeigt die Auswirkungen des Einsatzes von BZA-5B auf

NSCLC-Zelllinien und NIH-3T3 Mausfibroblasten. Erkennbar ist die Wirkung auf die
Morphologie und auf die Wachstumsgeschwindigkeit der Zelllinien.

411 Ras transformierte und nicht transformierte Zellen werden gegentiberge-
stellt.

Die ras transformierten Zellen revertierten in Morphologie und Wachstumsgeschwin-
digkeit nach Zugabe von BZA-5B und zeigten dann eine Morphologie und ein Wachs-
tumsverhalten vergleichbar zu den gleichzeitig kultivierten, nicht ras transformierten
Zelllinien. Die nicht ras transformierten Zelllinien blieben in dieser Untersuchung von
der Wirkung des BZA-5B unbeeinflusst.

Die Zellen wurden in Zellkultur ausgebracht und nach 24 Stunden erfolgte ein Medium-
wechsel. Dabei wurde einem Teil der Kulturen FT-Inhibitor zugesetzt. Die Zellen wur-
den unter dem Mikroskop taglich beurteilt und nach 48 Stunden zur Dokumentation
fotografiert.

412 Vergleich der Morphologie der Zelllinie EPLC-32M1 mit und ohne Einsatz
von 20uM BZA-5B

Es lasst sich kein Unterschied im Wachstumsverhalten der mit BZA-5B kultivierten
Zellen gegenuber jenen, die ohne BZA-5B kultiviert wurden, erkennen. Die Zellen die-
ser Zelllinie ohne ras-Mutation wachsen adharent und kontaktinhibiert.
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Abbildung 4: Morphologie der Zelllinie EPLC-32M 1 ohne Einsatz von 20uM BZA-5B

Abbildung 5: Unverénderte Morphologie der Zelllinie EPL C-32M1 nach Einsatz von 20uM BZA-
5B im Vergleich zu den unbehandelten Zellen
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413 Vergleich der Morphologie der Zelllinie LCLC-97TM1 mit und ohne Ein-
fluss von 20uM BZA-5B.

Zu erkennen ist ein Unterschied der Zellzahl und deutlich kleinere Kolonien bei den mit
Inhibitor inkubierten Zellen im Vergleich zu den Kulturen, die ohne Zusatz inkubiert
wurden. Dies legt einen wachstumsinhibierenden Einfluss des BZA-5B auf die Zelllinie
mit ras-Mutation nahe.

Abbildung 7:  Veranderte Zellzahl und Morphologie der Zelllinie LCLC-97TM 1 mit Einfluss von
20uM BZA-5B
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414 Morphologie der Zelllinie NIH-3T3ras mit und ohne Einfluss von 20uM
BZA-5B

Die Fibroblasten mit ras-Mutation wachsen unter FTI kontaktinhibiert dhnlich wie
NIH-3T3 Kulturen ohne ras-Mutation. Die Zellzahl ist geringer, als bei unbehandelten,
eine ras-Mutation aufweisenden Zellen. Es ergibt sich der Hinweis, dass durch ras-
Mutationen induziertes Wachstum durch Einsatz von BZA-5B inhibiert wird. Die Zel-
len der Linie NIH-3T3ras revertiert morphologisch unter BZA-5B.

Abbildung 8: Morphologie der Zelllinie NIH-3T3ras ohne Einfluss von 20uM BZA-5B

Abbildung 9: Morphologie der Zelllinie NIH-3T3ras mit Einfluss von 20uM BZA-5B
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415 NIH-3T3 nach Einsatz von 50uM BZA-5B
Man sieht abgestorbene Zellen in Zellkultur. Die Zellen sind abgerundet, vom Boden

der Zellkulturplatte abgel6st und schwimmen frei in dem flissigen Medium. Entgegen
der Erwartung, dass BZA-5B das Wachstum von Zellen ohne ras-Mutation nicht beein-
flusst, tritt hier Zelltod ein. Dies fuhrt zu der Vermutung, dass es sich um einen dosis-
abhéngigen, unspezifisch toxischen Effekt handelt.

e " L"“"
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Abbildung 10:  Abgestorbene NIH-3T3 Zellen nach Einsatz von 50uM BZA-5B; dosisabhangiger,
unspezifisch toxischer Effekt

4.2  Wachstumskinetiken mit Hilfe von Zellzéhlung am Coulter Counter

421 Erste Verdinnungsreihe an humanen Bronchialkarzinom-Zelllinien
In einer BZA-Verdinnungsreine mit den Vergleichszelllinien LCLC-97TM1 (mit ras-

Mutation) und EPLC-32M1 (ohne ras-Mutation) wurde die Toxizitat des Vedlnnungs-
mittels DTT / DMSO gegenuber unbehandelten, also nur in R 10 Medium wachsenden
Zellen, sowie die Auswirkungen von 25 uM bzw. 50 uM BZA-5B auf das Zellwachstum
aufgezeigt. DTT / DMSO wurde bezlglich seiner Wirkung auf das Zellwachstum aus-
getestet, da das von uns verwendete BZA-5B darin geltst war. Mdgliche toxische Effek-
te dieser Losung und Toxizitat der zu testenden Wirksubstanz konnten so differenziert
betrachtet werden und mit dem Zellwachstum in reinem N&hrmedium verglichen wer-
den.
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Die Inhibitorzugabe erfolgte an Tag 1 und 4 nach Aussaat der Zellen auf 24-well-
Platten. Die Bestimmung der Zellzahlen erfolgte an Tag 1, 3, 5 und 7 am Coulter-
Counter- Zahlgerat.

Hierbei ergaben sich die in den folgenden Tabellen aufgefiihrten Werte.

Die Zahlen dokumentieren die gezéhlten Zellzahlen, also auf das Wachstum innerhalb
der betrachteten Zeitrdume.

In der ersten Messreihe sind dies Tag 1-3, Tag 3-5 und Tag 5-7.

Zusétzlich wurde das Gesamtwachstum im Zeitraum Tag 1-7 in Prozent errechnet und
gegeniibergestellt.

In der zweiten Messreihe sind es Tag 1-4, Tag 4-7, Tag 7-10 und zusétzlich Tag 1-7. In
der dritten Reihe sind Tag 1-4, Tag 4-7 und Tag 1-7 berechnet. Der Ablauf der vierten
und finften Messreihe entspricht dem Ablauf der ersten Messreihe.

Der spezifische Wirkbereich des eingesetzten Farnesyltransferaseinhibitors ergibt sich
aus der wachstumsinhibierenden Wirkung auf ras mutierte Zelllinien gegeniiber so ge-
nannten Wildtyplinien, die keine ras-Mutation aufweisen und fur die keine Wachstum-
sinhibierung erwartet wurde. Im Bereich zwischen 15 und 25uM ist ein deutlicher selek-
tiver Einfluss auf die von uns verwendeten Zelllinien mit ras-Mutation auszumachen.
Ab 50uM Inhibitorzugabe zeigt sich eine antiproliferative Wirkung an allen eingesetzten
Zelllinien, die am ehesten als unspezifisch toxischer Effekt zu werten ist.

Gemessene Zellzahlen der Zelllinie LCLC-97TM1;

Tag Medium + +25uM BZA  +50 yM BZA
DTT/DMSO
1 336,33 336,33 336,33 336,33
3 702,50 290,20 183,20 165,20
5 1584,20 742,20 272,20 200,00
7 4967,00 2121,50 269,60 264,00
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Abbildung 11:  Wachstumskinetik anhand gemessener Zellzahlen der Zdllinie LCLC-97TM1

Gemessene Zellzahlen der Zelllinie EPLC-32M1.;

Tag Medium + +25UM BZA  +50 uM BZA
DTT/DMSO
1 583,40 583,40 583,40 583,40
3 2812,00 2773,80 523,50 558,60
5 14550,00 11938,60 2066,00 555,00
7 31382,00 15613,00 5181,30 731,30
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Abbildung 12:  Wachstumskinetik anhand gemessener Zellzahlen der Zelllinie EPLC-32M 1

Sowohl in der Zelllinie mit als auch in der ohne ras-Mutation, findet unter der Zugabe
von 50 mM BZA-5B kaum Zellwachstum statt, so dass hier von einer unspezifischen,
toxischen Wirkung ausgegangen wurde, die zur Eliminierung der Zellen fuhrt. In den
entsprechenden Kulturflaschen waren reichlich abgerundete, nicht mehr adharent wach-
sende Zellen nachweisbar.

Dagegen war nach Zugabe von 25nM BZA-5B ein deutlicher Unterschied zwischen
Zelllinien mit und jenen ohne ras-Mutation nachweisbar. Das Wachstum der Linie
LCLC- 97TM1 blieb im Gegensatz zu dem von EPLC-32M1 unter Anwesenheit des
Inhibitors gehemmt.

422 Zweite Verdunnungsreihe an humanen Bronchialkarzinom-Zelllinien
In einer weiteren BZA-Verdiinnungsreihe wurde der Wirkbereich des Farnesyltransfe-

raseinhibitors fiir die verwendeten Zelllinien weiter eingeschrankt, indem die Linien
LCLC-97TM1 und EPLC-32M1 mit 5, 10, 20 und 25 pM BZA-5B behandelt wurden.
Die als toxisch wirkend angesehene Dosierung von 50 UM BZA-5B wurde fortan nicht
mehr in den Versuchen eingesetzt.



Ergebnisse 34

Die Inhibitorzugabe erfolgte an Tag 1 und 4. Die Messungen wurden an den Tagen 1, 4,
7 und 10 am Zahlgerat vorgenommen. Die Messung an Tag 4 sollte zusétzlich die Frage
kldren, zu welchem Zeitpunkt, ob an Tag 3 oder 4, die Zellen beginnen, das Wachstum
wieder verstarkt aufzunehmen. Dies war mit den vorhergehenden Messreihen, die Zell-
z&hlungen an den Tagen 3 und 5 beinhalteten nicht eindeutig darzustellen.

Aus dieser Messreihe ergibt sich, dass der selektive Wirkbereich zwischen 10 und 20 uM

angenommen wird.

Gemessene Zellzahlen der Zelllinie LCLC-97TM1;

Tag +5uMBZA +10yM BZA +20uM BZA  + 25uM BZA
1 307,60 307,060 307,060 307,60
4 1322,67 868,33 412,33 404,67
7 6797,00 4444 67 567,33 364,00
10 14339,67 9396,00 1070,67 431,33

100000 T
10000 - —e—5uM BZA
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g 20uM BZA
25uM
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Abbildung 13:  Wachstumskinetik anhand gemessener Zellzahlen der Zelllinie LCLC-97TM 1

Eine Inhibitorkonzentration zwischen 10 und 20 uM BZA-5B wird als noch wirksam

angenommen, da sich in diesem Bereich das Wachstumsverhalten stark &ndert.
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Gemessene Zellzahlen der Zelllinie EPLC-32M1;

Tag +5uyMBZA +10yM BZA +20uMBZA +25uM BZA
1 358,00 358,00 358,00 358,00
4 3162,00 5036,67 5277,00 3105,00
7 22181,00 20758,67 19076,33 13049,00
10 30090,00 26096,67 25606,67 17496,67

100000 +
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—e—5uM BZA
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log
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Abbildung 14:  Wachstumskinetik anhand gemessener Zellzahlen der Zelllinie EPLC-32M 1

Die Konzentrationen 5, 10 und 20 pM BZA-5B befinden sich auRerhalb des als toxisch

angenommenen Bereiches. Es ist keine relevante Proliferationshemmung zu verzeich-

nen.
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423 Dritte Verdunnungsreihe an humanen Bronchialkarzinom-Zelllinien
15 uM BZA-5B wurden als wirksame Inhibitorkonzentration angenommen und einge-

setzt. Die Demonstration erfolgte anhand der Zelllinien LCLC-97TM1 und EPLC-
32M1, die an Tag 1 und 4 mit dem Inhibitor behandelt wurden.

Die Messungen an dem Coulter-Counter erfolgte an den Tagen 1, 4 und 7 nach Aussaat
der Zellen.

Aufféllig ist der Wiederanstieg des Wachstums nach Tag 4 trotz nochmaliger Inhibitor-
zugabe.

Gemessene Zellzahlen der Zelllinie LCLC-97TM1;

Tag Medium + + 15 uM BZA
DTT/DMSO

1 572,33 572,33

4 2561,00 775,50

7 10433,00 6094,00
100000 -
10000 -

—— Med/DTT

log

—=— 15)M BZA

1000 -

100

Tag

Abbildung 15:  Wachstumskinetik anhand gemessener Zellzahlen der Zelllinien LCLC-97TM 1

Nach sieben Tagen waren unter Inhibitorbehandlung weniger Zellen vorhanden, als
ohne BZA-5B. Allerdings fallt auf, dass die Wachstumsinhibierung in den Zeitraum von
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Tag 1-4 fallt. Nach voribergehender Hemmung nehmen die Zellen das Wachstum in
dem folgenden Zeitraum wieder verstarkt auf.

Gemessene Zellzahlen der Zelllinie EPLC-32M1;

Tag Medium + + 15 uM BZA
DTT/DMSO
1 262,67 262,67
4 2142,00 1403,00
7 16764,50 14442 50
100000 +

10000 +

—e— Med/DTT
—8— 15uM BZA

log

1000 —+

100

Tag

Abbildung 16: Wachstumskinetik anhand gemessener Zellzahlen der Zelllinien EPLC-32M1

An dieser Zelllinie, die keine ras-Mutation hat, zeigt sich ein geringer, aber nicht relevan-
ter Unterschied im Wachstumsverhalten mit und ohne Inhibitor.
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424 Wachstumskinetik + / - BZA mit weiteren humanen Bronchialkarzinom-
Zelllinien

Anhand der Vergleichszelllinien NCI-H23 (mit ras-Mutation) und LCLC-103H (ohne
ras-Mutation) wurde die Wirksamkeit des verwendeten Farnesyltransferaseinhibitors

BZA-5B auf weitere humane Bronchialkarzinomzelllinien untersucht.

Dies geschah ebenfalls unter Einsatz der als wirksam ermittelten Konzentration von
15uM BZA an Tag 1 und 4 nach Aussaat der Zellen und durch Messung der Zellzahlen
anTag 1,3,5und7.

Gemessene Zellzahlen der Zelllinie NCI-H23:

Tag Medium + + 15 uM BZA
DTT/DMSO
1 653,33 653,33
3 976,60 651,00
5 1578,60 1048,00
7 2764,30 1758,30
100000
10000 -+
o —e—DTT/DMSO
o —8—15.M BZA
1000 .4://:?:
100 |
1 3 5 7 10
Tag

Abbildung 17:  Wachstumskinetik anhand gemessener Zellzahlen der Zelllinie NCI-H23

Auch hier war zu beobachten, dass die Zellen mit ras-Mutation unter Anwesenheit des
Inhibitors das Wachstum an Tag 3 oder 4 wieder verstarkt aufnehmen, nachdem es zu
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einer vorubergehenden Wachstumsinhibierung gekommen war. Der Riickgang der Ge-
samtzellzahl unter Inhibitoreinsatz nach sieben Tagen ist dem verminderten Wachstum

im Zeitraum Tag 1-3 zuzuschreiben. Im folgenden Zeitraum entspricht das Wachstum

unter Inhibitor praktisch dem ohne Inhibitorzugabe.

Gemessene Zellzahlen der Zelllinie LCLC-103H:

Tag Medium + + 15 uM BZA
DTT/DMSO
1 533,00 533,00
3 1018,30 1021,60
) 2715,60 2787,00
7 7462,00 6752,00
100000
10000 -+
> —8—DTT/DMSO
2 —&—15uM BZA
1000 -+
100 :
1 3 5 7 10
Tag

Abbildung 18: Wachstumskinetik anhand gemessener Zellzahlen der Zelllinie LCLC-103H

Das Wachstum der Zelllinie ohne ras-Mutation wird nicht wesentlich durch den Inhibi-
tor beeinflusst. Dies erhdrtet die Behauptung, dass der Inhibitor spezifisch auf Ras ab-
hangige Funktionen wirkt.
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425 Wachstumskinetik mit Mausfibroblasten
Das Wachstumsverhalten der Mausfibroblasten Zelllinien NIH-3T3 ohne ras-Mutation

im Vergleich zu NIH-3T3 Zellen (mit menschlichem aktivem H-ras transformiert), die
sich lediglich durch die ras-Transformation unterscheiden, sollte untersucht werden.

Diese Linien dienten gleichsam der Kontrolle der Wirksamkeit des Farnesyltransfera-
seinhibitors.

Die Inhibitorzugabe erfolgte an den Tagen 1 und 4.
Die Messungen an dem Z&hlgerédt wurden an den Tagen 1, 3, 5 und 7 vorgenommen.

Gemessene Zellzahlen der Zelllinie NIH-3T3ras:

Tag Medium + + 15 uM BZA
DTT/DMSO

1 482,00 482,00

3 1545,70 628,70

5 3762,20 743,80

7 10213,00 3677,00
100000
10000

—e— DTT/DMSO
—m— 15uM BZA

log

1000 +

100

Tag

Abbildung 19:  Wachstumskinetik anhand gemessener Zellzahlen der Zdlllinie NIH-3T3ras
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Die Inhibitorkonzentration von 15 uM BZA-5B ist nach diesen Zahlen fir die Maus-
fibroblastenzelllinie mit ras-Mutation ebenfalls als wirksam anzusehen.

Auch hier nehmen die Zellen das Wachstum trotz nochmaliger Inhibitorzugabe an Tag
4 nach vier Tagen wieder verstarkt auf. Die verminderte Gesamtzellzahl der mit Inhibi-
tor behandelten Zellen gegentiber den unbehandelten Zellen ist auf den voriibergehen-
den wachstumsinhibierenden Effekt im Zeitraum Tag 1-5 zurlickzufiihren.

Gemessene Zellzahlen der Zelllinie NIH-3T3:

Tag Medium + + 15 uM BZA
DTT/DMSO
1 581,60 581,60
3 1842,50 1844,70
5 2808,20 2816,20
7 7990,20 7912,00
100000 +
10000 +
2 —&—DTT/DMSO
- —&— 15uM BZA
1000 +
100 1
1 3 5 7 10

Tag

Abbildung 20: Wachstumskinetik anhand gemessener Zellzahlen der Zelllinie NIH-3T3

Die Mausfibroblastenzelllinie ohne ras-Mutation bleibt in ihrem Wachstum von dem
Inhibitor praktisch unbeeinflusst. Die Konzentration von 15 uM BZA-5B ist auch fir
die Mausfibroblatenzelllinien aufRerhalb des toxischen Bereiches.
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Anhand dieser Wachstumskinetiken mit Mausfibroblasten, die sich nur durch Vorhan-
densein oder Abwesenheit der ras-Mutation unterscheiden, wird die an humanen Bron-
chialkarzinomzelllinien erarbeitete Tendenz nochmals bestatigt und die ras-spezifische
Wirkung nahe gelegt.

426 Zusammenfassung der Wachstumskinetiken Tag 1-7
+5uM  +10uM  +15uM  +20uM  +25uM

LCLC-97TM1 | 2210% 1445% 1065%  184%  140%

EPLC-32M1 6196% 5799% 5498%  5329%  3645%
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4.3  Proliferationstests mit Hilfe von radioaktivem Thymidineinbau

43.1 EPLC-32M1 im Vergleich zu LCLC-97TM1

Die Rate des Einbaus von radioaktivem Thymidin in die DNA wurde als Proliferati-
onstest eingesetzt. Radioaktiv markiertes Thymidin wird den in Proliferation befindli-
chen Zellen angeboten. Diese bauen es wahrend der Zellteilung in die neu entstehende
DNA ein. Gemessen wird die Radioaktivitdt der gewachsenen Zellen. Es wurde die
Einbaurate der beschriebenen Zelllinie EPLC-32M1 (ohne ras-Mutation) gegen die der
Zelllinie LCLC-97TM1 (mit ras-Mutation) verglichen und als indirekter Messwert flr die
Proliferationsrate gewertet.

Die Inkubationszeit mit BZA-5B betrug 24 Stunden.
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Abbildung 21:  Gegentiberstellung der Proliferationsraten in Prozent zweier humaner Bronchialkar-
zinomzelllinien unter dem Einfluss von BZA-5B

Der Einbau radioaktiv markierten Thymidins in die DNA wéhrend der Zellteilung zwei-
er verschiedener Zelllinien, der Linie LCLC-97TM1 mit ras-Mutation gegeniber der
Zelllinie EPLC-32M1 ohne ras-Mutation, sind als Sdulendiagramme dargestellt. Die
Messung der Radioaktivitdt in den Bronchialkarzinom Zelllinien wird als Nachweis der
verschiedenen Proliferationsraten verwendet. Sie erfolgt an mit BZA-5B behandelten
Zellen im Vergleich zu unbehandelten Zellen.

Die Zelllinie mit ras-Mutation zeigt reproduzierbar nach Behandlung mit Farnesyl-
transferaseinhibitor eine geringere Wachstumsquote (durchschnittlich 75%), als die Ver-
gleichs Zelllinie (durchschnittlich 92%).
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Es ldsst sich eine ras-spezifische Proliferationshemmung annehmen, die sich in den
Vorversuchen schon gezeigt hat.

432 LCLC-103H im Vergleich zu NCI-H23
Die Thymidin-Einbauraten der Vergleichszelllinien LCLC-103H (keine ras-Mutation

vorhanden) und NCI-H23 (ras-Mutation vorhanden) wurden anhand des radioaktiven
Proliferationstests gegentbergestellt.
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Abbildung 22:  Gegenuberstellung der Proliferationsraten weiterer zwei humaner Bronchialkarzi-
nom-Zelllinien unter BZA-5B

Wie im oben dargestellten Versuch sind anhand dieses Sdulendiagamms die verschiede-
nen Proliferationsraten einer Zelllinie mit ras-Mutation (NCI-H23) gegentiber einer Linie
ohne ras-Mutation (LCLC-103H) aufgetragen. Auch wurde die Einbaurate radioaktiven
Thymidins bei mit BZA-5B behandelten Zellen mit der von unbehandelten Zellen ver-
glichen.

Die Linie NCI-H23 hat unter Inhibitoreinfluss im Mittel eine Proliferationsrate von 62%
aufgewiesen, die Linie LCLC-103H eine mittlere Rate von 96%.

Es lasst sich ebenfalls eine ras-spezifische Proliferationshemmung durch den Farnesyl-

transferaseinhibitor zeigen.
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4.4 Semiquantitative RT-PCR, quantitative Auswertung des Expressionsgra-
des mittels Densitometrie

44.1 RT-Polymerase-Kettenreaktion mit Darstellung auf Acryl-Amid-Gelen
Zur néheren Untersuchung der molekularen Vorgénge beim Einsatz des von uns ver-

wendeten Farnesyltransferaseinhibitors BZA-5B wurden mit Hilfe der semiquantitativen
reversen Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) die Genexpression verschiedener En-
zyme untersucht. Die ausgewdhlten Enzyme sind in Ihrer Expression ras-abhéngig. Zu
erwarten war eine Abnahme der ras-abhangigen Genexpression unter Anwesenheit von

Farnesyltransferaseinhibitor.

Die auf Acryl-Amid-Gelen getrennten DNA-Fragmente werden aufgrund radioaktiver
Markierung nach einer Expositionszeit auf Rontgenfilmen sichtbar und kénnen densi-

tometrisch quantifiziert werden.

Es wurde eine Inhibitionskinetik Gber 48 Stunden durchgefiihrt. Wir verglichen die Zell-
linien LCLC-97TM1 und EPLC-32M1 miteinander, um Zelllinien mit und ohne ras-
Mutation zu vergleichen. Die Zellen wurden kultiviert, nach Aussaat blieben alle Kultu-
ren Gber Nacht in Ruhe, damit sie adharent wurden.

Am ndchsten Tag wurde der Beginn des Versuches mit Stunde null definiert. Zu diesem
Zeitpunkt wurde ein Mediumwechsel vorgenommen, wobei die Halfte aller Kulturen
mit 15 uM BZA-5B versetzt wurde, die andere Hélfte nur mit Medium versorgt wurde.
Dann wurde die erste Gruppe von Kulturen aufgearbeitet. Nach RNA-Isolierung und c-
DNA Synthese wurde die DNA fiir die spateren PCR-Versuche gefroren aufbewahrt.

Dargestellt sind die Acryl-Amid-Gele der PCR-Versuche der Inhibitionskinetik mit den
dazugehdrigen Densitometrien.

Von links nach rechts aufgetragen sind nach einem GrolRenmarker die Banden der
Stunde null, Stunde 2, 4, 8, 12, 24 und 48; jeweils mit [+] und ohne [-] Inhibitor. Ent-
sprechend sind die Saulen der Densitometrie aufgetragen.

4411 Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAP-DH)
Die Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase wird durch eine vollstdndig bekannte

DNA Sequenz kodiert (P. Arcari et al. 1984). Die Genexpression wird als unabhéngig
von der ras-Funktion gesehen. Die entsprechenden Oligodesoxynukleotide (Primer)
wurden fir eine Kontroll-PCR verwendet, um eine gleichmaRige Qualitit des Ausgangs
c-DNA Materials zu zeigen.
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Abbildung 23:  Genexpression von GAP-DH unter Einfluss von Farnesyltransferaseinhibitor BZA-
5B auf die Zdllinie LCLC-97TM 1

Alle Saulenpaare sind vergleichbar hoch. Es sind damit keine Unterschiede in der Ex-
pression der GAPDH mit und ohne Inhibitoreinsatz zu verzeichnen.
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Abbildung 24:  Genexpression von GAP-DH unter Einfluss von BZA-5B auf die Zdlllinie EPLC-
32M1

Wie im vorherigen Diagramm sind die S&ulenpaare vergleichbar hoch. Es zeigt sich kein
Einfluss des Inhibitors auf die Expression von GAPDH in der Linie EPLC-32M1. Ein
einziger Ausreil3er stellt sich bei Stunde 4 dar.
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4412 Cathepsin L (Cat-L)
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Abbildung 25:  Genexpression von Cat-L unter Einfluss von BZA-5B auf die Zéelllinie LCLC-
97TM1

Ein Unterschied im Expressionsniveau ist bei den Saulenpaaren der Stunde 8 und Stun-
de 12 zu verzeichnen. Die Sdulenhdhe zeigt die Expression des Cathepsin L an, die un-
ter Inhibitoreinfluss vorlbergehend zwischen Stunde 8 und Stunde 12 vermindert ist.
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Abbildung 26:  Genexpression von Cat-L unter Einfluss von BZA-5B auf die Zelllinie EPLC-32M 1

Das Saulendiagramm gibt keinen verwertbaren Hinweis auf einen Einfluss des BZA-5B
auf die Expression von Cat-L in den ras-negativen Zellen. Die Hohe der Sdule bei Stun-
de null plus Inhibitor ist eher als Artefakt zu werten. Auch Unterschiede bei Stunde 12

und 24 sind nicht anders einzuordnen.
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4413 Humane Urokinase (HUK)
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Abbildung 27:  Genexpression von HUK unter Einfluss von BZA-5B auf die Zélllinie LCLC-
97TM1

Eine deutlich niedrigere Expression des Gens fiir Urokinase unter Einfluss des BZA-5B
ab Stunde 2 bis Stunde 24, vor allem bei Stunde 4, 8 und 12 zeigen die Séulen dieses
Diagramms.
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Abbildung 28:  Genexpression von HUK unter Einfluss von BZA-5B auf die Zelllinie EPLC-32M 1

Die Stunde 48 war hier nicht verwertbar. Es lasst sich keine eindeutige Aussage Uber
den Einfluss des eingesetzten Inhibitors machen. Tendenziell zeigt sich kein Riickgang

der Expression des Gens fir HUK.
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4414 Keratin 8 (K8)
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Abbildung 29:  Genexpression von Keratin 8 unter Einfluss von BZA-5B auf die Zelllinie LCLC-
97TM1

Deutlich zeigt sich bei Stunde 4 und dann weiter bei Stunde 8 und 12 ein voriiberge-
hend hemmender Einfluss der Substanz BZA-5B auf die Expression des Gens flr Zy-
tokeratin 8.
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Abbildung 30:  Genexpression von Keratin 8 unter Einfluss von BZA-5B auf die Zelllinie EPLC -

32M1

Fraglich zu bewerten sind hier die S&ulen der Stunden 12 und 48. Die Tatsache, dass die

dazwischenliegende Messung bei Stunde 24 eine entgegengesetzte Tendenz aufweist,

zeigt, dass offenbar groRere spontane Schwankungen der Expressionshohe auftreten

kdnnen.

Zusammenfassend ldsst sich ein nur vorlbergehender, zeitlich begrenzter Effekt auf

Ras-abhdngige Genexpressionen zeigen. Insbesondere zeigt sich dieser Effekt ab der
Stunde 2 bis zur Stunde 24 nach Zugabe von BZA-5B.



Diskussion 54

5 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde die Wirksamkeit des Farnesyltransferaseinhibitors
(FT1) BZA-5B auf das Wachstum humaner Bronchialkarzinomzellen untersucht. Es
handelt sich um einen Benzodiazepinabkémmling, der von der Arbeitsgruppe um

James, Goldstein und Brown entwickelt wurde.

Die Firma Genentech Inc. South San Franzisco stellte uns den Wirkstoff zur Verfu-
gung. Ergebnisse der oben genannten und anderer Arbeitsgruppen weisen darauf hin,
dass Farnesyltransferaseinhibitoren wirksame Agentien bei ras-induziertem malignem
Wachstum sind (z. B.: G. James et al. 1993; N.E. Kohl et al. 1993; M.S. Kang et al. 1995;
E.C. Lerner et al. 1995; K. Leftheris et al. 1996; Y. Qian et al. 1996; C. Hall et al. 1996;).

Im Tierversuch zeigte die Arbeitsgruppe um N. E. Kohl Tumorregression unter FTI bei
Tumoren mit nachgewiesener H-ras-Mutation. Nach Auslassen der Therapie nahm die
TumorgroRe wieder zu. Wiederaufnahme der Therapie fuhrte in den meisten Fallen
erneut zu Regression der Tumorgrofie. Die Therapie mit FTI fiihrte bei den Mé&usen in
diesem Experiment nicht zu Heilung, sondern zu Tumorverkleinerung in Anwesenheit
des Wirkstoffes.

Systemische Nebenwirkungen waren nicht nachweisbar.

J. Sun et al. stellten 1995 die Ergebnisse von Versuchen mit einem FTI an Nacktmaus-
Xenotransplantaten vor. Es wurden Bronchialkarzinomzelllinien mit und ohne K-ras-
Mutation gegenuibergestellt. Das Wachstum der Tumoren mit ras-Mutation in vivo war
unter FT1 Behandlung deutlich langsamer, als bei den nicht behandelten Tumoren der
Mause. Nebenwirkungen wurden in diesem Experiment ebenfalls nicht beobachtet.

Wir fuhrten unsere Untersuchungen an verschiedenen Zelllinien von NSCLC und an
Mausfibroblasten (NIH-3T3) mit und ohne ras-Mutation durch. Die Mausfibroblasten
wurden angewendet, da sie sich morphologisch im Falle einer ras-Transformation deut-
lich von der Linie ohne ras-Mutation unterscheiden und zudem die oben genannten
Farnesyltransferaseinhibitoren an solcherart transformierten Zellen ihre in vitro Wirk-
samkeit unter Beweis gestellt hatten.

So berichten James et al. 1993 uber die Entwicklung eines Benzodiazepinabkémmlings
BZA und seiner verschiedenen Analoga als FTInhibitoren. Speziell BZA-5B beschrei-
ben sie als wirksam an H-ras-transformierten Ratl Fibroblasten. Die Wirkung der Ana-
loga BZA-2A und BZA-2B wurde zunéchst anhand der Morphologie nachgewiesen und
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dokumentiert (G. L. James, et al. 1993). Morphologische Malignitatszeichen sind u.a.
Polymorphie der Zellen einer Zelllinie, Verlust der Kontaktinhibierung und mehrschich-
tiges Wachstum mit Bildung von ,,Séulen®.

Wir fuhrten aufgrund dieser VVorergebnisse erste Versuche in Zellkultur durch. Unsere

Beobachtungen deckten sich mit den aus der Literatur anzunehmenden Erwartungen.

Die NSCLC-Zelllinie EPLC-32M1 ohne ras-Mutation blieb nach Inkubation mit BZA-
5B im Vergleich zu den unbehandelten Zellen morphologisch unverandert. Gegeniiber-
gestellt wurde die NSCLC-Zelllinie LCLC-97TM1 mit nachgewiesener K-ras-Mutation.
Unter Inkubation mit BZA-5B verénderte sich die Morphologie der transformierten
Zellen in Richtung der Morphologie nicht transformierter Zellen im Sinne einer mor-
phologischen Reversion.

Die Wachstumsgeschwindigkeit nahm im Vergleich zu unbehandelten Zellen ab. Die fiir
die Zelllinie LCLC-97TML1 typischen Kolonien waren deutlich kleiner, die Gesamtzell-
zahl sichtbar geringer.

Zusatzlich dokumentierten wir das Verhalten ras-transformierter Mausfibroblasten unter
Einsatz von FTI. Auch diese Zellen zeigten in Vergleich zu Kulturen, die in reinem
Néhrmedium wuchsen ein verdndertes Wachstumsverhalten. Nach Einsatz von BZA-
5B waren hier ebenfalls morphologische Zeichen der Reversion nachweisbar.

Im Vergleich zu LCLC-97TM1 mit K-ras-Mutation zeigen EPLC-32M1 ohne nachweis-
bare ras-Mutation sowohl seitens des Wachstumsverhaltens wie seitens morphologischer
Verénderungen kein Ansprechen auf FTI.

Dies deckt sich mit Ergebnissen der Arbeitsgruppe um G.L. James (G. L. James et al.
1993), die Verénderungen in Morphologie und Wachstumsverhalten von H-ras-
transformierten Rat 1-Fibroblasten unter Einsatz von BZA zeigten. Das Wachstum
normaler Zellen blieb unbeeinflusst.

Es stellt sich die Frage, warum nicht transformierte Zellen durch die Inhibierung der
Farnesyltransferase unbeeintrachtigt bleiben, trotzdem dieses Enzym neben der
posttranslationalen Modifikation des Ras-Proteins noch weitere physiologische Funk-
tionen in der Zelle hat, die ebenfalls gehemmt werden kdnnen. Hierflir gibt es zwei
mogliche Erkldarungen. Erstens ist in Abhéngigkeit der Inhibitorkonzentration die FT
nicht unbedingt vollstandig gehemmt (F.L. Zhang et al. 1997), so dass von einer Restak-
tivitdt ausgegangen werden kann, die flr die physiologische Funktion ausreichend ist.



Diskussion 56

Zweitens kann im Fall der vollstdndigen Enzyminhibition der FT eine Geranylgeranylie-
rung erfolgen (D.W. Whyte et al. 1997). Hierauf wird noch eingegangen.

Um andere Einfllsse, als den der ras-Transformation auszuschliel3en, untersuchten wir
neben den Bronchialkarzinomzelllinien auch Mausfibroblasten (NIH-3T3) mit und oh-
ne ras-Mutation die sich einzig durch die ras-Transformation unterscheiden (Ergebnisse
der Arbeitsgruppe).

Die Hemmung malignen Wachstums, die in Zellkultur beobachtet und fotografiert wur-
de, wurde in Wachstumskinetiken objektiviert. Wie erwartet konnte eine Inhibierung des
Wachstums maligne transformierter NIH-3T3-Fibroblasten und der ras-transformierten
NSCLC-Zelllinien durch BZA-5B anhand des Riickgangs der Zellzahlen nachgewiesen

werden.

Auffallig war, dass bei der Dosierung von 50uM, die uns von Genentec Inc. als wirksa-
me Inhibitorkonzentration empfohlen wurde, die Zellen sowohl der ras-transformierten,
als auch der nicht transformierten Linien abstarben. Aufgrund der oben beschriebenen
Vorergebnisse war aber eine Ras-spezifische Wachstumsinhibierung zu erwarten. In der
Annahme, es handle sich hier um einen unspezifisch toxischen Effekt, fiihrten wir wei-
tere Wachstumskinetiken mit absteigenden Inhibitorkonzentrationen durch.

Bei einer Konzentration von nur 15uM BZA-5B war eine deutliche Abnahme der
Wachstumsgeschwindigkeit der Zelllinien mit ras-Mutation im Vergleich zu den Zellli-
nien ohne ras-Mutation nachweisbar. Die Zellen ohne ras-Mutation starben nicht mehr
ab.

In dieser deutlich niedrigeren Inhibitorkonzentration zeigte sich also ein offensichtlich
ras-spezifischer Effekt. G.L. James et al. beschrieben 1993 die Hemmung von Protein-
Farnesylierung mit 10uM und fast vollstandige Hemmung der Farnesylierung mit 25uM
BZA-5B.

Es fiel weiter auf, dass die transformierten Zellen, die zunéchst inhibiert werden konn-
ten, nach vier Tagen trotz erneuter Inhibitorzugabe das maligne Wachstum wieder ver-
starkt aufnahmen. Eine mogliche Erklarung hierfiir kdnnte eine Art ,,Resistenzentwick-
lung* der Zellen gegen BZA sein. Eine solche beschreiben auch G.L. James et al.1996.

Die Farnesyltransferase (FT) und die Geranylgeranyltransferase (GGT) sind heterodi-

mere Enzyme. Sie weisen eine gemeinsame, wahrscheinlich sogar identische a-
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Untereinheit auf und unterscheiden sich durch die b-Untereinheit (Seabra M.C. et al.
1991). Aktiv ist die FT nur, wenn beide Untereinheiten vorhanden sind (Y. Reiss et al.
1991; M.C. Seabra et al. 1991). FT bindet bevorzugt Methionin oder Serin am COOH-
Ende, die GGT bindet bevorzugt das Leuzin.

Zwar sind die beiden Enzyme fur unterschiedliche Substrate spezifisch, doch bestehen
Hinweise dafir, dass es hier auch Ausnahmen gibt. D. B. Whyte et al. zeigten 1997, dass
Zellen, die mit FT1 behandelt wurden, ungehindert proliferieren konnten. Als Grund
dafiir nahmen sie an, dass in Anwesenheit eines FTIs das K-Ras4B Protein (nicht aber
das H-Ras Protein) als Substrat fuir die Geranylgeranyl-Transferase-1 fungieren kann.

Somit wird von den Zellen also eine Art ,,Umweg™ eingeschlagen, wenn der bevorzugte

Weg der Farnesylierung inhibiert ist.

Wie Reiss, Y. et al. 1990 beschrieben haben, ist die Prozessierung des K-Ras schwieriger
zu inhibieren, als es bei dem weniger haufigen H-Ras der Fall ist. Ein Grund hierfir

kann im oben beschriebenen liegen.

James et al. zeigten 1996, dass sowohl Benzodiazepin- als auch Nicht-Benzodiazepin-
Inhibitoren ihre Wirkung an Proteinen, die dem endogenen K-Ras als entsprechend
postuliert wurden (H/K-RasBY** und K-RasB"*), verfehlten. Hingegen war die vorbe-
schriebene Wirksamkeit am H-Ras weiterhin nachweisbar. In der gleichen Arbeit besté-
tigen sich Hinweise, dass nicht transformierte Zellen durch den wachstumsinhibieren-
den Effekt des BZA-5B unbeeintrachtigt bleiben, weil sie einen alternativen Weg der
Prenylierung des K-RasB einschlagen.

1997 publizierten F.L. Zhang et al., dass sie fur die vier Ras-1soforme verschiedene Affi-
nitdten zu der Farnesyltransferase und zu der Geranylgeranyltransferase-1 nachweisen
konnten. Sie beschreiben eine 10- bis 20-fach stérkere Affinitat der Farnesyltransferase
zu dem K-Ras4B, als zu den anderen Ras-Formen. Dementsprechend bendtigten sie
auch die 10- bis 20-fache Menge Inhibitor, um die Farnesylierung zu hemmen.

Nachdem 1995 von James, Goldstein und Brown das K-Ras4B als in vitro-Substrat fir
die GGT-1 identifiziert worden war, zeigte die Arbeitsgruppe um F.L. Zhang dies auch
fur K-Ras4A und N-Ras. Letzteres hat die hochste Affinitdt zu der GGT-1, ndmlich
anndhernd so hoch, wie ein tbliches GGT-Substrat. Dennoch ist die Affinitat zu der FT
- der primére Weg der Prenylierung des Ras-Proteins - um ein vielfaches hoher.

Das H-Ras ist dagegen kein Substrat fur die GGT-1.
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E.C. Lerner, Y. Qian, et al. verglichen 1995 die Wirkung von einem GGT-Inhibitor und
einem FTI. Der GGT-Inhibitor zeigte sich selektiv fur die Geranylgeranylierung, in ho-
her Dosierung hemmte er auch die Farnesylierung des H-Ras. Wéahrend H-Ras durch
den FTI deutlich gehemmt wurde, erwies sich das K-Ras4B als vergleichsweise resistent.
Die Prozessierung des K-Ras4B widerum wurde selektiv durch den GGT-Inhibitor be-
eintrachtigt.

Auch das ist ein Hinweis dafir, dass die FTI das H-Ras, weniger aber das hdufigere K-
Ras inhibieren.

Die Affinitdt der Farnesyltransferase zu K-Ras4B ist etwa 20 mal so hoch, wie zu den
anderen drei Ras-Proteinen. K-Ras4B kann aber wegen der ebenfalls hohen Affinitat zu
der GGT den Umweg der Geranylgeranylierung gehen, wenn die Farnesylierung ge-
hemmt ist und somit eine Art Resistenz gegen FTInhibitoren entwickeln. Dies ist dem
H-Ras aufgrund mangelnder Affinitdt zu der GGT nicht moglich (F.L. Zhang et al.
1997).

Die von uns verwendeten NSCLC-Zelllinien sowie die ras-transformierten Maus-
fibroblasten weisen eine K-ras-Mutation auf (Ergebnisse der Arbeitsgruppe). Dies er-
klart die vortbergehende Hemmung und Wiederaufnahme des malignen Wachstums
nach etwa vier Tagen unter Anwesenheit des Farnesyltransferaseinhibitors.

Um einen genaueren Nachweis zu erhalten, dass die von uns kultivierten ras-
transformierten Zellen unter BZA Einfluss langsamer proliferieren, als ohne BZA, fiihr-
ten wir Thymidin-Proliferationstests durch. Nachgewiesen wird so die Einbaurate radio-
aktiv markierten Thymidins in die DNA der in Proliferation befindlichen Zellen, also
indirekt die Proliferationsrate. Auch hier konnten wir zeigen, dass BZA-5B die Prolife-
rationsrate der Zelllinien mit ras-Mutation deutlich herabsetzte. Die Proliferationsrate
der Zellen ohne ras-Mutation war auch in dieser Versuchsreihe nicht bedeutsam ver-
langsamt.

Der ndchste Schritt unserer Versuchsreihe behandelte die Frage, wie Substrate, die von
der ras-Aktivierung abhéngig sind, durch FTI beeinflusst werden. Stromabwérts des
p21™ werden zahlreiche Gene in Abhangigkeit der Aktivitat des ras-Gens aktiviert. Die
als Folge im Zellkern veranlasste Aktivierung bestimmter Zielgene, nachgewiesen mit
der semiquantitativen RT-PCR-Methode, lasst Riickschllisse auf die ras-Aktivitat zu.
Vier solcher unter ras-Einfluss stehender Zielgene namentlich Cathepsin L (Cat-L), hu-
mane Urokinase (HUK) und Zytokeratin 8 und 18 (K8, K18) wurden gewahlt.



Diskussion 59

So ist eine signifikant erhéhte Cat-L-Aktivitdt auf mMRNA-Ebene in Malignomen ein-
schlie’lich Lungentumoren nachgewiesen (P. Ledakis et al., 1196).

Auch die Urokinase-Promotor-Aktivitét ist als abh&ngig von der ras-Aktivitat erwiesen
(E. Lengyel et al., 1995), wie auch die Transkription von Keratin 8 und 18 (ber ras-
abhéngige Signaltransduktion aktiviert wird (R. Pankov et al., 1994).

Die Hemmung der transformierenden ras-Aktivitat sollte iber Messung des negativen
Einflusses auf nachgeschaltete Genexpressionen nachgewiesen werden. Zur Anwen-
dung kam die semiquantitative RT-PCR-Methode unter Anwendung jeweils genspezifi-

scher Primer.

Um eine grofitmagliche Objektivierung zu erreichen wurde eine Densitometrie der er-
haltenen Banden angeschlossen.

Bei zwei von drei untersuchten ras-abhangigen Enzymen (Cat-L und HUK) zeigte sich
ein vorlbergehender negativer Effekt in Bezug auf die Rate der Transkription.

Bei Keratin 8 konnte keine deutliche Inhibierung im Beobachtungszeitraum gezeigt
werden.

Weitere in der Densitometrie sichtbare Schwankungen sind auf technische Ungenauig-

keiten und eventuelle Verunreinigungen zurtckzufthren.

Die Beobachtung, dass der Farnesyltransferaseinhibitor einen eindeutigen, aber vori-
bergehenden Einfluss auf ras-abhéngige Zellfunktionen auf der Ebene der Genexpressi-
on hat, bestatigt die Erkenntnisse, die sich aus den vorausgegangenen Versuchen erge-
ben haben. Die Abnahme der Wachstumsgeschwindigkeit zeigte sich bei der Zellzéh-
lung in den ersten Tagen, nach vier Tagen nahmen auch die mit FTI inkubierten ras-

transformierten Zellen das maligne Wachstumsverhalten wieder auf.

In unserem Experiment ist die Wirkung des eingesetzten Farnesyltransferaseinhibitors
nach maximal 24 Stunden weitgehend aufgehoben. Die Inhibierung der Farnesyltransfe-
rase bedingt eine voriibergehende Hemmung ras-abhéngiger Zellfunktionen. Auf der
Ebene der Genexpression konnten wir dies flir maximal 24 Stunden nach Ersteinsatz
des BZA-5B nachweisen. Das maligne Zellwachstum war als Folge dieser Vorgange fur
vier Tage inhibiert. Das Wiederauftreten maligner Eigenschaften nach vier Tagen trotz
unverdndertem Einsatz des Farnesyltransferaseinhibitors legt nahe, dass es nach einer
Zeitspanne von 24 Stunden zu einer Resistenzentwicklung kommt. Wie oben beschrie-
ben kdnnte es sich bei diesem Umweg in der posttranslationalen Modifikation des Ras-
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Proteins um eine Geranylgeranylierung bei ausreichend starker Hemmung der Farnesy-

lierung handeln.

Vor diesem Hintergrund liegt es nahe Substanzen zu entwickeln, die sowohl die Farne-
syltransferase als auch die Geranylgeranyltransferase hemmen, wie die Arbeitsgruppe
um S.J. deSolms et al. 20003 verdffentlichte.

Diskussionswirdig ist in diesem Zusammenhang auch die Mdglichkeit eines intermittie-
renden Einsatzes des Wirkstoffes.

Im Tierversuch zeigte die Arbeitsgruppe um N.E. Kohl eine Tumorregression von Tu-
moren mit H-ras-Mutation unter FTI. Nach Auslassen der Therapie nahm die Tumor-
groRe wieder zu. Eine Wiederaufnahme der Therapie flhrte in den meisten Féllen er-
neut zu Regression der TumorgréRe. Der Einsatz von FTI fiihrte bei den Mdusen nicht
zu Heilung, sondern zu Tumorverkleinerung in Anwesenheit der Substanz. Systemische

Nebenwirkungen blieben aus.

Unsere Ergebnisse zeigen, dass der Farnesyltransferaseinhibitor BZA-5B zu einer vori-
bergehenden aber konzentrationsabhéngigen Hemmung malignen Wachstums in Zellli-

nien humaner nichtkleinzelliger Bronchialkarzinome mit ras-Mutation fihrt.

1995 wurden die Ergebnisse von Versuchen mit einem FTI an Nacktmaus-
Xenotransplantaten vorgestellt (J. Sun et al., 1995).

Es wurden Bronchialkarzinomzelllinien mit und ohne K-ras-Mutation gegentibergestellt.
Das Wachstum der Tumore mit ras-Mutation in vivo war unter FTI deutlich langsamer
als bei den unbehandelten Mé&usen. Nebenwirkungen wurden nicht beobachtet.

Die Autoren folgerten, dass Farnesyltransferaseinhibitoren fir Tumore, die eine ras-

Transformation aufweisen, einen Behandlungsansatz darstellen kdnnen.

Klinische Studien bestatigen diese Annahme (F. Caponigro et al. 2003; A.A. Adjei 2003).
Es ist aber auch klar geworden, dass die Wirkung der FTI nicht allein auf die Hemmung
der ras-abhéngigen Zellfunktionen zuruickzufihren ist, wie lange angenommen. Offen-
sichtlich spielt auch die Hemmung der Farnesylierung anderer Proteine eine entschei-
dende Rolle.

Wir konnten in dieser Arbeit zeigen, dass aufgrund einer Resistenzentwicklung der Zel-
len eine voribergehende, aber keine langfristige Hemmung des Zellwachstums erreicht

werden kann.
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Ein Einsatz von BZA-5B bei Bronchialkarzinomen mit nachgewiesener ras-Mutation
scheint viel versprechend. Aufgrund der Tatsache, dass die Tumorentstehung ein multi-
faktorielles Geschehen darstellt, das mehrere genetische Alterationen in einem Tumor
bedingt, wird auch die Hemmung mehrerer Aberrationen notwendig sein, um das ma-

ligne Wachstum einzuddmmen.

Der Einsatz von Farnesyltransferaseinhibitoren in Kombination mit konventionellen
Zytostatika stellt die Basis neuer Chemotherapie Konzepte dar. Erste Studien zeigen,
dass solche Kombinationen zum Teil einen synergistischen Effekt in der Tumorbehand-
lung aufweisen (M. Loprevite et al. 2004).

Ein weiterer Behandlungsansatz ergibt sich aus der Tatsache, dass Ras Aktivierung in
Tumoren mit Strahlenresistenz einhergeht. Die Hemmung der Ras Funktion fiihrt um-
gekehrt zu Strahlensensibilisierung, was bereits in klinischen Studien bestatigt werden
konnte (W.G. McKenna et al. 2002; T.B. Brunner et al. 2003).

Die Behandlung von Patienten mit NSCLC mit einer Kombination aus FTI zur Strah-
lensensibilisierung und folgender Strahlentherapie filhrte zu einem guten Therapieerfolg.
Die Nebenwirkungen waren gering und eine Zunahme der Strahlentoxizitat wurde nicht
beobachtet (M.S. Hahn et al. 2002).

Verschiedene neue Therapiekonzepte zur Behandlung nicht kleinzelliger Bronchialkar-
zinome in fortgeschrittenem Stadium befinden sich in unterschiedlichen Phasen der
Klinischen Testung (R.S. Herbst, 2002). Hierzu gehdren auch Farnesyltransferaseinhibi-

toren.
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6 Zusammenfassung

Ras-Mutationen werden in zirka 30% aller malignen Tumoren nachgewiesen. Es sind
drei verschiedene ras-Gene bekannt, ndmlich H-, K- und N-ras. Am héufigsten wird eine
Mutation des K-ras-Gens nachgewiesen, dieses macht beim Bronchialkarzinom mehr als
95% aller bekannten ras-Mutationen aus.

Fur die Funktion sowohl des onkogenen, als auch des normalen Ras-Proteins muss es
nach mehreren Schritten posttranslationaler Modifikation zu einer Membranveranke-
rung auf der Innenseite der Plasmamembran kommen. Einen zentralen Schritt hierzu
stellt die Farnesylierung des Proteins durch das Enzym Farnesyltransferase dar. Farne-
syltransferaseinhibitoren wie der Benzodiazepinabkémmling BZA-5B kdnnen diese

Reaktion verhindern und somit die Membranverankerung unterbinden.

Ras-Proteine sind an der Signaltransduktion von der Zellmembran zum Zellkern betei-
ligt, sie Ubermitteln in aktivem Zustand ein mitogenes Signal in das Zellinnere und wer-
den dann wieder inaktiviert. Onkogen transformierte Ras-Proteine kdnnen nicht mehr
inaktiviert werden, sie bleiben stdndig in der aktiven Form und vermitteln ungebremstes
malignes Wachstum. Verhindert man die Membranverankerung, kann es nicht zu einem

Ras vermittelten, mitogenen Signal kommen.

Wir untersuchten die Wirksamkeit des Farnesyltransferaseinhibitors BZA-5B auf die
Unterbindung onkogener Ras-Wirkung in Mausfibroblasten und Zelllinien nichtkleinzel-

liger Bronchialkarzinome.

Bei den Zelllinien mit nachgewiesener ras-Mutation zeigte sich in der Zellkultur ein
Rlckgang der Wachstumsgeschwindigkeit und eine Veranderung der Morphologie in
Richtung nicht transformierter Zellen. Die Effekte waren nach vier Tagen trotz weiterer
Anwesenheit des Inhibitors jedoch nicht mehr deutlich nachweisbar.

Mit Hilfe des Einbaus radioaktiven Thymidins in die DNA (MTT-Test) konnte der in-
hibitorische Einfluss auf die Zellteilungsrate in ras-transformierten Zellen unter Einsatz
von BZA-5B bestétigt werden, der jedoch ebenfalls nur 48 Stunden anhielt.

Um den Zeitraum des Effektes des eingesetzten BZA-5B genauer einzugrenzen wurde
die Inhibition ras-abhéngiger Transkription Uber semiquantitative RT-PCR der Zielgene
Cathepsin L, HUK und Keratin 8, 18 zu den Zeitpunkten Stunde null, 2, 4, 8, 12, 24
und 48 untersucht. Hier war nur ein zeitlich begrenzter Einfluss der eingesetzten Sub-
stanz von hochstens 24 Stunden nachweisbar.
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In der vorliegenden Arbeit konnte insgesamt die ras-spezifische, aber lediglich vortber-
gehend inhibierende Wirkung des Farnesyltransferaseinhibitors BZA-5B auf das maligne

Wachstum nicht kleinzelliger Bronchialkarzinomzelllinien nachgewiesen werden.

Die mit der Substanz BZA-5B erhaltenen Ergebnisse weisen darauf hin, dass mogli-
cherweise rasch einsetzende Resistenzmechanismen, etwa durch Aktivierung paralleler
Signaltransduktionswege die ras-spezifische Wirkung einschranken.

Aktuelle klinische Studien mit Farnesyltransferaseinhibitoren untersuchen deshalb die
Wirkung von Kombinationstherapien mit konventionellen Zytostatika und mit Strahlen-
therapie.

Die Therapie des fortgeschrittenen nicht kleinzelligen Bronchialkarzinoms durch neue
Behandlungskonzepte zu verbessern ist Ziel verschiedener klinischer Studien. Der Ein-
satz von Farnesyltransferaseinhibitoren kann sicherlich in Zukunft zu einem derartigen

Konzept gehoren.
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