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1. Einleitung 
 

 

1.1 Epidemiologie 

 
Das Hodgkin-Lymphom (HL) macht 10-15% 

aller Lymphome in den westlichen Ländern aus, was 0,5% 

aller Krebsneuerkrankungen entspricht. Die Inzidenz 

von HL, basierend auf Daten aus Deutschland liegt 

bei  2,9 pro 100.000 Männer und 2,2 pro 100.000 Frauen 

(Robert Koch Institut 2007/2008). Somit ist das HL zwar 

eine seltene Erkrankung, jedoch eines der häufigsten 

Lymphome der westlichen Welt (Landgren et al 2007).  

Die Epidemiologie des HL in Deutschland folgt einer 

bimodalen Alters-Inzidenz-Kurve: Ein erster Gipfel 

ergibt sich im Alter von 15-34 Jahren, dem nach einer 

Plateauphase ein zweiter im späteren Erwachsenenalter 

(55 - 59 Jahre) folgt (Müller et al 2007). Das HL macht 

15% aller Krebserkrankungen in der Bevölkerung im 

Alter von 15-24 Jahren (Caposaro et al 2009) aus. Da es 

sich beim Hodgkin-Lymphom um eine potentiell heilbare 

Erkrankung handelt, ist die Ausschöpfung aller 

therapeutischen Möglichkeiten geboten. Durch die Wahl 
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der adäquaten Therapie sollen therapiebedingte 

Spätfolgen verhindert werden, die aufgrund von 

zunehmenden Heilungsraten und hoher Inzidenz bei 

junger Bevölkerung an Bedeutung gewinnen. 

Die geschätzte 5-Jahres-Überlebensrate ist aktuell zwar 

hoch und liegt in Deutschland bei allen HL Patienten bei 

etwa 90% (Wilmanns et al 2000). Diese sinkt aber bei 

älteren Patienten (> 65 Jahre) auf 53% (Parkin et al 2005). 

1.2  Aktuelle  Therapiestrategien: Probleme 

und Ziele  

Die Therapie des Hodgkin-Lymphoms richtet sich nach 

dem Krankheitsstadium und den prognostischen 

Faktoren. Zum Einsatz kommt heute vor allem die 

kombinierte Strahlen- und Chemotherapie (Heimpel et al 

1996). In Deutschland werden in der Ersttherapie aktuell 

folgende Schemata eingesetzt: das ABVD-Schema 

(Adriamycin, Bleomycin, Vinblastin und Dacarbazin) 

und das BEACOPP-Schema (Bleomycin, Etoposid, 

Adriamycin, Cyclophosphamid, Vincristin, Procarbazin 

und Prednison). Sowohl ABVD als auch BEACOP-

Schema können mit einer Strahlentherapie kombiniert 
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werden. In Rahmen dieser erfolgt meist die Involved-

Field-Bestrahlung befallener Lymphknotenareale 

(Wilmanns et al 2000; Behringer et al 2006; Heinz et al 

2006; Rank et al 2008). Beide der obengenannten 

Schemata enthalten Adriamycin (Doxorubicin), ein 

Pharmakon dessen Einsatz durch das kardiotoxische 

Potenzial bis heute limitiert ist. 

1.2.1. Doxorubicin-induzierte Toxizität 

Durch die verbesserte Polychemotherapie und moderne 

strahlentherapeutische Verfahren wird mittlerweile für 

über 80% aller Hodgkin-Lymphom-Patienten eine 

langanhaltende komplette Remission und für über 90% 

langzeitiges Überleben erreicht (Engert et al 2010; von 

Tresckow et al 2012; Engert et al 2012). Dadurch wurden 

im Laufe der Jahre zunehmend therapieinduzierte 

Nebenwirkungen bekannt (Diehl et al 2002). Da vor allem 

junge Menschen erkranken - 70% der Patienten sind zum 

Zeitpunkt der Diagnosestellung zwischen 20 - 35 Jahren 

alt - müssen Langzeitnebenwirkungen minimiert werden 

(Diehl et al 2002; Dempke et al 2006). Die Intensivierung 

der Strahlen- und Chemotherapie muss daher immer vor 
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dem Hintergrund eines eventuellen Gewinns an 

Lebenserwartung des Patienten abgewogen werden. 

  Nach Beginn des Einsatzes von Anthracyclinen im 

onkologischen Alltag wurde bald bekannt, dass 

Anthracycline kumulativ und dosisabhängig irreversible 

Herzfunktionsstörungen verursachen können. Um 

Spätschaden zu minimieren ist die Einhaltung einer 

kumulativen Höchstdosis von maximal 400-450 mg/m
2 

Doxorubicin unabdingbar (Swain et al., 2003). Diese 

Dosierung wird als Kompromiss zwischen 

antineoplastischer Wirksamkeit und einem noch 

akzeptablen Risiko für Herzfunktionsstörungen 

angesehen. Die publizierten Inzidenzen von 

Kardiomyopathie unter Einhaltung dieser Vorgabe 

betragen ca. 5%. Eine asymptomatische Einschränkung 

der ventrikulären Funktion tritt sogar bei bis zu 50% der 

Behandelten auf (Goethals et al 2002). Dabei zeigen 

neuere Studien dass Anthracyclin-induzierte kardiale 

Toxizität wahrscheinlich sogar häufiger als bisher 

angenommen auftritt (Swain et al 2003). Trotz seiner 

schweren Kardiotoxizität bleibt Doxorubicin eines der 
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Hauptkomponenten von HL Chemotherapie-Regimen 

aufgrund seiner hohen Antitumoraktivität. 

Nachdem unter den modernen Antitumortherapien 

teilweise deutliche Überlebenszeitverlängerungen 

erreicht wurden, können sich kardiale Langzeit- 

nebenwirkungen zu einem manifesten klinischen 

Problem für die betroffenen Patienten entwickeln. Daher 

ist die Entwicklung alternativer Strategien für die 

kardioprotektive Anthracyclin-basierte Krebstherapie von 

hoher Bedeutung (Gianni et al 2008). 

Bis heute fehlen wirksame Strategien zur Vermeidung 

von Doxorubicin-induzierter Kardiotoxizität ohne dabei 

die antineoplastische Wirksamkeit zu reduzieren. 

Ein weiteres Problem der aktuellen Therapiestrategien 

ist eine breite Kreuzresistenz („Multidrug Resistenz“), die 

die Tumorzellen gegen klinisch wichtige Zytostatika, u.a. 

auch gegen Doxorubicin, ausbilden können. 

1.2.2 Multidrug-Resistenz  

 Die Multidrug-Resistenz (MDR) ist ein Phänomen, bei 

dem die Tumorzellen, die einem zytotoxischen Agenten 

ausgesetzt worden sind, eine Kreuzresistenz gegenüber 
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einer Reihe von strukturell und funktionell verwandten 

Verbindungen entwickeln (Gottesman et al 2002). Die 

MDR ist eines der größten Hindernisse für die 

erfolgreiche medikamentöse Behandlung von 

Tumoren (Simon et al 1994; Klohs et al 1988; Sehested et 

al 1988). Die MDR wird häufig mit der Überexpression 

des P-Glycoproteins (PGP) und des MDR- assoziierten 

Proteins (MRP), energieabhängigen Efflux-Pumpen, die 

zur ATP-bindenden Familie von Transportern gehören, 

assoziiert. Eine Überexpression dieser integralen 

Membranproteine führt zur Reduktion von intrazellulären 

Pharmakakonzentrationen (Krishna et al 2000) und 

erzeugt dadurch eine Resistenz der Tumorzellen gegen 

eine Vielzahl von Zytostatika (Gottesmanet al 2002). 

Dieser Effekt scheint mit einer erhöhten 

Proliferationsaktivität von Tumorzellen und einem 

negativen prognostischen Wert verbunden zu sein (von 

Bossanyi et al 1997). Doxorubicin wird in der Therapie 

von HL verwendet, seine Wirksamkeit ist jedoch oft 

reduziert, da es ein Substrat sowohl von PGP als auch von 

MRP ist (Vezmar et al 2000; Shen et al 2007). Der 

Nachweis, dass die Efflux-Pumpen- insbesondere PGP- 
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eine bedeutende Rolle in der klinischen 

Arzneimittelresistenz spielen, hat die Einführung von 

verschiedenen PGP-Inhibitoren im klinischen Bereich 

angeregt (Gottesman et al 2002; Thomas et al 2003; 

Vezmar et al 2000; Aszalos A. et al 2001; Merlin J et al 

2000; Volm M et al 1998). 

1.3 Pathogenese  des Hodgkin-Lymphoms 

Das charakteristische Merkmal des Hodgkin-Lymphoms 

sind die malignen einkernigen 

Hodgkin- und mehrkernige Reed-Sternberg-Zellen (HRS-

Zellen) (Schmitz R et al 2009). Dabei repräsentieren die 

malignen Zellen häufig nur ca. 1% der Gesamtzellen des 

Tumors (Weiss et al 2007). Nach morphologischen und 

immunphänotypischen Kriterien wird das Hodgkin 

Lymphom unterteilt in das klassische HL (engl. classic 

HL, cHL, ca. 95% aller HL) und das noduläre 

Lymphozyten-prädominante HL (NLPHL, ca. 5%) 

unterteilt, dessen maligne Zellen als LP-Zellen (für engl. 

lymphocyte  predominant) bezeichnet werden (Jaffe E.S. 

et al 2001). Nach WHO-Klassifizierung werden im cHL 

anhand von Histologie und des Zell-Phänotyps  vier  
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weitere Untergruppen unterschieden: das nodulär-

sklerosierende HL (NS-HL, ca. 60-80% aller HL), das 

gemischtzellige HL (engl. Mixed Cellularity HL, MC-HL, 

ca. 15-30%), das lymphozytenreiche HL (engl. 

lymphocyte rich classical HL, LR-cHL, ca. 6%) sowie das 

lymphozytenarme HL (engl. lymphocyte depleted HL, 

LD-HL, ca. 1%) (Harris N. et al 1999).  

Die histologische Subklassifikation innerhalb der 

Diagnose cHL hat bisher keine therapeutischen 

Konsequenzen. Das cHL wird meist durch eine 

Kombination von Chemo- und Strahlentherapie behandelt. 

In frühen Stadien werden 2 Zyklen ABVD gefolgt von 20 

Gy Involved-Field-Radiotherapie (IF-RT) eingesetzt;  in 

intermediären Stadien werden 2xBEACOPP eskaliert   

gefolgt von 2 Zyklen ABVD  und 30Gy IF-RT oder als 

Alternative 4 Zyklen ABVD gefolgt von  30Gy IF-RT 

eingesetzt; in den fortgeschrittenen Stadien wird 

Chemotherapie mit 6 Zyklen BEACOPP eskaliert gefolgt 

von PET-adaptierter Bestrahlung eingesetzt (Engert et al 

2012; S3 Hodgkin-Lymphom Leitlinie; Engert et al 2012; 

von Tresckow et al 2012; Engert et al 2010). Durch eine 
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Stadien-adaptierte Therapie können heute über 80% cHL-

Patienten langfristig geheilt werden. 

Das NLPHL wird üblicherweise im Stadium IA 

durch alleinige Bestrahlung therapiert. In den allen 

anderen Stadien wird eine kombinierte Stadien-adaptierte 

Radiochemotherapie analog der Therapie des klassischen 

HL eingesetzt. Bei Patienten mit Rezidiv kann ggf. 

aufgrund der CD20 Expression auch ein anti-CD20 

Antikörper eingesetzt werden. Das NLPHL hat eine 

hervorragende Prognose und kann so in ca. 95% aller 

Fälle erfolgreich behandelt werden.  

Die Klärung des zellulären Ursprungs von HRS-Zellen 

wurde lange Zeit dadurch verhindert, dass die Ausprägung 

ihrer zellulären Marker sich keinem hämatopoetischen 

Zelltyp eindeutig zuordnen ließ. Obwohl inzwischen 

bekannt ist, dass HRS-Zellen in den meisten Fällen von 

B-Zellen abstammen (Küppers et al 1998), exprimieren 

sie aber im Gegensatz zu den malignen Zellen des 

NLPHL (LP-Zellen) keine typischen B-Zellmarker wie 

z.B. CD20 oder Proteine des B-Zellrezeptors (CD79a und 

CD79b) (Falini  et al 1996). Ebenso werden 

Immunoglobulin-spezifische Transkriptionsfaktoren wie 
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B-cell Oct binding protein (BOB), octamer binding 

factor 2 (OCT2) und purine-reach GGAA binding site 

(PU1) weder im Primärgewebe, noch in kultivierten HRS-

Zellen exprimiert (Stein et al 1997). Hingegen finden sich 

die Marker anderer hämatopoetischen Zelllinien, so z.B. 

CD15, ein Granulozyten- und Monozytenmarker (Drexler 

et al 1992), die dendritischen Zellmarker Restin, Thymus 

and Activation Regulated Chemokine (TARC) und Fascin 

(Delabie et al 1992; Pinkus et al 1997) sowie in einigen 

Fällen die zytotoxischen T-Zell-Marker T-Zell 

intrazelluläres Antigen -1 (TIA-1) und Granzym B 

(Kanavaros et al 1999; Krenacs et al 1997; Oudejans et al 

1996).   

Gesunde B-Zellen der Keimzentren verfügen über 

einen funktionellen B-Zellrezeptor (BCR). Dieser wird in 

den HRS-Zellen nicht exprimiert. Die B-Zellen mit einem 

Defekt im B-Zellrezeptor werden normalerweise durch 

Apoptose aussortiert. Im Folgenden werden einige 

wichtige Mechanismen dargestellt, die den HRS-Zellen 

dabei helfen dieser Selektion zu entgehen.  
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1.3.1 Die konsekutive Aktivierung von NF-ĸB  

Von zentraler Bedeutung für das Entstehen des 

klassischen Hodgkin-Lymphoms ist die Interaktion von 

HRS-Zellen mit umliegenden Zellen des Körpers. 

Mehrere Publikationen beschreiben eine autokrine bzw. 

parakrine Sekretion diverser Zytokine und 

Wachstumsfaktoren in primären Tumorzellen, sowie in 

abgeleiteten Zellen (Kapp et al., 1999; Skinnider et al. 

2001). Diese deregulierte Sekretion von Botenstoffen ist 

wahrscheinlich für die konsekutive Aktivierung diverser 

Transkriptionsfaktoren verantwortlich. Einer der 

bekanntesten Transkriptionsfaktoren, die konsekutiv aktiv 

vorliegen, ist NFkB (nuclear factor B) (Bargou R et al 

1997). NFkB reguliert die Expression einer Reihe anti-

apoptotischer und proliferations-fördernder Gene in den 

Lymphozyten. NFkB wird durch den Inhibitor kB (IkB) 

im Zytoplasma in inaktivem Zustand festgehalten. Nach 

einer Stimulation (z. B durch Tumor-Nekrose-Faktor 

(TNF)) werden kB-Kinasen aktiviert. Diese Kinasen 

induzieren eine Phosphorylierung des IkB und damit 

dessen proteasomalen Abbau. Nach der NFkB –

Freisetzung wandert dieser in den Kern und aktiviert dort 
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die Transkription seiner Zielgene. In den HRS-Zellen ist 

die Regulation von NFkB gestört. Diese Störungen 

entstehen sowohl durch die Infizierung von B-

Lymphozyten durch das Epstein-Barr-Virus (EBV), als 

auch z.B. durch vermehrte Expression von TNF-

Rezeptoren auf ihrer Oberfläche. 

 
Epstein-Barr-Virus  

 
Weltweit sind mehr als 90% der Menschen mit dem γ-

Herpesvirus EBV infiziert. Das Virus befällt vornehmlich 

Gedächtnis-B-Zellen und entwickelt in diesen eine 

lebenslange Persistenz (Kutok und Wang, 2006). Die 

Erstinfektion erfolgt meist im frühen Kindesalter und 

verläuft im Allgemeinen asymptomatisch. Bei einer 

verspäteten Infektion im frühen Erwachsenenalter kann es 

zur Ausbildung einer infektiösen Mononukleose (IM, 

Pfeiffer‘sches Drüsenfieber) kommen (Henle et al. 1968). 

Eine IM-Erkrankung bedingt ein 2- bis 4-fach erhöhtes 

Risiko im späteren Leben ein HL zu entwickeln (Munoz 

et al. 1978). In der westlichen Welt sind die HRS-Zellen 

in 40% der Fälle mit dem EBV infiziert, wohingegen der 

Anteil EBV-positiver cHL-Fälle in den 
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Entwicklungsländern deutlich höher ist (Jarrett und 

MacKenzie, 1999).  

Da das Virusgenom in HRS-Zellen in klonaler Form 

vorliegt, wird eine Abstammung der Tumorzellen von 

einer bereits infizierten Vorläuferzelle angenommen, was 

den Verdacht auf eine pathogenetische Bedeutung des 

EBV in der Entwicklung des HL erhärtet 

(Anagnostopoulos et al., 1989; Weiss et al., 1989). Durch 

jüngere Studien wurde gezeigt, dass das EBV-Virus in der 

Lage ist die B-Zellen durch Expression von EBV-

spezifischen Genen zu immortalisieren (Kuppers et al., 

2005). 

 Die Mehrheit der EBV-infizierten HRS-Zellen prägt die 

EBV-kodierten Proteine LMP1 und LMP2a (engl. latent 

membrane proteine 1 and 2a) aus. LMP1 imitiert einen 

aktiven CD40-Rezeptor, der für das Überleben und die 

Differenzierung der B-Zellen im Keimzentrum notwendig 

ist, und trägt so vermutlich dazu bei, die HRS-Vorläufer-

Zellen ohne funktionalen B-Zell-Rezeptor vor der 

Apoptose zu bewahren (Kilger et al., 1998). Des Weiteren 

aktiviert LMP1 den NF-κB-, den Janus kinase/Signal 

Transducer and Activator of Transcription (JAK/STAT)- 

http://en.wikipedia.org/wiki/Janus_kinase
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und den AP-1 Signalweg (Gires et al; 1999; Gires et al; 

1997; Kieser et al 1997). Alle drei Signalwege sind im HL 

konsekutiv aktiv. Neben LMP1 und -2a prägen EBV-

positive HRS-Zellen die Virus-kodierte RNA EBER1 

(engl. Epstein-Barr virus encoded small RNA 1) aus, die 

offenbar an der negativen Regulation von 

Tumorsuppressorgenen wie CDKN1A (engl. cyclin-

dependent kinase inhibitor 1A) beteiligt ist. Die genauen 

Mechanismen wurden jedoch bislang nicht geklärt (Lin et 

al., 2010).  

 
Tumor-Nekrose-Faktor-Rezeptor-Familie (CD30, CD40, 

RANK) 

 

Die HRS-Zellen prägen vermehrt verschiedene Mitglieder 

der TNF-Rezeptor-Superfamilie aus, wie CD30 und CD40 

und RANK (engl. receptor activator of NF-kappa-B) 

(Fiumara et al., 2001; O'Grady et al., 1994; Schwab et al., 

1982), deren Stimulation zur Aktivierung des NF-κB-

Signalwegs führt (Skinnider und Mak, 2002).  
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1.3.2  Bystander-Zellen und TNF-Familie-

Moleküle  
 
Wie bereits oben beschrieben, ist eine Besonderheit des 

HL, dass die malignen Zellen häufig nur ca. 1% der 

gesamten Tumormasse ausmachen. Es gibt zahlreiche 

Hinweise, dass die Interaktion mit dem zellulären 

Mikromilieu von zentraler Bedeutung für das Überleben 

der HRS-Zellen ist. Im Folgenden sollen einige der 

wichtigsten zellulären Interaktionen von HRS-Zellen mit 

den Infiltratzellen beschrieben werden.  

Normalerweise kommt es in den B-Zellen beim 

Eintritt in das Keimzentrum zu einer Herunterregulation 

von anti-apoptotischen und einer Hochregulation von pro-

apoptotischen Proteinen (Takahashi et al 2001). Die B-

Zellen benötigen zum Überleben Signale, die sie nur bei 

Expression eines hochaffinen, nicht autoreaktiven BZR 

erhalten (Falini et al 1996). Die B-Zellen mit 

mangelhafter BZR Expression gehen durch Apoptose 

zugrunde. An diesem Vorgang ist CD95-induzierte 

Apoptose beteiligt (van Eijk et al 2001; Takahashi et al 

2001). CD95 wurde zusammen mit FADD (engl. Fas-

associated protein with death domain) und Caspase-8 in 
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dem aktivierten CD95-DISC (eng. death-inducing 

signalling complex) nachgewiesen. Aktivierter CD95- 

DISC scheint für die Apoptoseinduktion verantwortlich zu 

sein. 

Durch verschiedene Stimuli kann aber die 

Apoptose in den B- Zellen mit mangelhafter BZR 

Expression unterdrückt werden. Dazu gehört die 

gemeinsame Kultivierung mit FDCs (eng. follicular 

dendritic cells), die Stimulation des BZR durch 

quervernetzte Antikörper oder von Tumor-Nekrose-

Faktor-Rezeptor-Familie durch den entsprechenden 

Liganden (siehe auch 1.3.1) (Hennino et al 2001; van Eijk 

et al 2001a).  

Die zugehörigen Liganden stellen das Mikromilieu zur 

Verfügung. So wird der CD40-Ligand von umliegenden 

T-Zellen exprimiert, während der CD30-Ligand von 

mehreren Zelltypen, wie z.B. von Eosinophilen oder 

Mastzellen, ausgeprägt wird.  
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1.3.3 Inhibierung von proapoptotischen TNFR-

Familie durch C-FLIP 

Eines der frühesten Ereignisse in der TNF-

Rezeptor-induzierten Apoptose ist die Aktivierung von 

Caspase-8/-10 (auch FLICE eng. FADD-like interleukin-1 

beta-converting enzyme) . Hier kann c-FLIP (engl. 

FLICE-inhibitory protein) die Aktivierung durch seine 

strukturellen Ähnlichkeiten mit Caspase-8/-10 inhibieren. 

c-FLIP ist strukturell homolog zur Caspase-8/-10 und 

wird wie die Caspasen in den DISC (siehe auch 1.3.2) 

eingebaut (Scaffidi et al 1999; Irmler et al 1997; Krüger et 

al 2001; Thome et al 1997). Aufgrund der fehlenden 

katalytischen Aktivität von c-FLIP findet aber keine oder 

nur eine unvollständige Aktivierung von DISC statt. 

Dadurch wird die Apoptose verhindert (Krüger et al 

2001). Eine starke c-FLIP-Expression konnte in allen 

HRS-Zelllinien und in den HRS-Zellen nahezu aller 

untersuchten primären Hodgkinfälle (Mathas et al 2004) 

gezeigt werden. Damit ist die Expression von c-FLIP sehr 

eng mit dem Apoptoseschutz verbunden (Thomas et al 

2002). 
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1.3.4  Aktivierung des MAPK /ERK -Signalwegs 

 
Ein weiterer Signalweg, der in HRS-Zellen konsekutiv 

aktiv ist, ist der mitogen-activated protein kinase 

(MAPK)/ Extracellular regulated protein kinase (ERK) 

Signalweg (Zheng et al., 2003). Die Familie der MAPKs 

umfasst eine große Gruppe von Enzymen, die 

aufeinanderfolgend durch Phosphorylierung spezifischer 

Serin-, Threonin- und Tyrosin-Reste aktiviert werden 

(Seger und Krebs, 1995). In einem mehrstufigen 

Signaltransduktionsweg regulieren sie diverse 

physiologische Prozesse der Zelle wie Wachstum, 

Differenzierung und Apoptose (Pearson et al., 2001). Die 

Aktivierung des MEPK/ERK-Signalwegs kann durch eine 

Vielzahl an Stimuli geschehen: u.a.durch Rezeptoren wie 

CD30, CD40, G-Protein-gekoppelte Rezeptoren. Die 

Experimente mit MAPK/ERK-Inhibitoren in cHL-

Zelllinien deuten auf ihre wichtige Rolle in der Regulation 

von Überleben und Proliferation in HRS-Zellen hin 

(Zheng et al., 2003). 
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 1.3.5  Aktivierung des mTOR-Signalwegs 

 
Bei mammalian target of rapamycin (mTOR) handelt es 

sich um eine multifunktionale Kinase, die vor allem für 

die Proteinsynthese eine entscheidende Rolle spielt 

(Gingras et al. 2001). mTOR hat eine kritische Funktion 

bei der Zell-Proliferation, beim Ablauf des Zellzyklus, bei 

der Apoptose und Zellwachstum. 

In HRS-Zellen wurde eine konsekutive Aktivierung des 

mTOR Signalwegs beschrieben, die vermutlich durch die 

im HL ebenfalls konsekutive Aktivität des PI3K 

(Phosphatidylinositol-3-Kinase)/Akt-Signalweges 

verursacht wird (De und Brown, 2010; Dutton et al., 

2005). Sowohl Akt als auch PI3K sind vorgeschaltete 

Regulatoren des mTOR Signaltransduktionswegs und 

führen zur sequentiellen Phosphorylierung und damit 

Aktivierung von mTOR (Brown et al. 1995; Fingar et al. 

2002). Einige Studien haben die Auswirkungen von 

mTOR-Hemmung in HL untersucht. Die mTOR-Hemmer 

Everolimus und Temsirolimus induzierten 

Zellzyklusarrest, der von Autophagie in HL-Zelllinien 

gefolgt wurde (Jundt et al.2005; Georgakis et al.2006). 



Einleitung______________________________________ 

28 

 

Eine neuere Studie zeigte Antitumor-Aktivität des m-

TOR-Hemmers Everolimus bei Patienten mit 

refraktärem/rezidivierendem HL (Johnson et al 2010). 

Diese Ergebnisse deuten auf klinische Relevanz und 

Wirksamkeit von mTOR-Inhibierung in HL-Zelllinien 

hin. 

 

1.3.6 Angiogenese durch Vascular Endothelial 

Growth Factor (VEGF) 

 
Die Angiogenese ist essentiell für das Wachstum 

bösartiger Tumoren. Dabei ist es bei soliden Tumoren gut 

untersucht und basiert auf dem Mechanismus der 

intratumoraler Hypoxie und Bildung des Hypoxie-

induzierten Factors-1 (Kaelin et al 2007). Weniger ist über 

die genauen Auslösemechanismen von VEGF-Expression 

in hämato-lymphatischen Tumoren bekannt, wobei die 

Mechanismen analog zu den in soliden Tumoren 

beobachteten zu sein scheinen (Dong et al 2007; Frater et 

al 2008). Auch bei den Lymphomen häufen sich die 

Hinweise darauf, dass deren Progression von der 

Induktion der Angiogenese abhängt (Medinger et a 2010; 

Doussis-Anagnostopoulou et al 2002). Die verfügbaren 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Doussis-Anagnostopoulou%20IA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12210089
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Daten zur Angiogenese in Lymphomen weisen neben der 

Tumorvaskularisierung auch auf die Bedeutung der 

autokrinen und parakrinen VEGF-vermittelten Effekte auf 

die Proliferation und das Überleben von  Lymphomzellen 

(Ruan et al 2009) hin.  

Antiangiogenetische Strategien sind zu einer wichtigen 

therapeutischen Modalität für solide Tumoren geworden. 

Mehrere antiangiogene Mittel, die als Target die VEGF-

Singnalwege verwenden, werden auch in klinischen 

Studien zur Behandlung von Lymphomen genutzt. In 

einigen Fällen sind diese Wege zu vielversprechenden 

therapeutischen Targets geworden (Pro et al 

2004; Wiernik et al 2008; Witzig et al 2009). 

 

1.4 Farnesyltransferase-Inhibtoren (FTIs) 

 

 1.4.1. Das Enzym Farnesyltransferase  
 

Die Farnesyltransferase ist ein Enzym, das die 

Farnesylierung bestimmter Proteine katalysiert. Dieser 

Prozess gehört in den Bereich der posttranslationalen 

Modifikation. Der Begriff „posttranslationale 

Modifikation“ beschreibt eine Reihe von chemischen 
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Veränderungen, die ein Protein erfährt, bevor es seine 

eigentliche Funktion aufnehmen kann. Hierzu gehören 

zum Beispiel Modifikationen bestimmter Aminosäure-

Reste, wie Glykosylierung oder Phosphorylierung, 

Reaktionen die die Proteinfaltung beeinflussen, die 

Bildung von Komplexen aus mehreren Untereinheiten, der 

Proteintransport und –abbau sowie Farnesylierung 

(Alberts B et al. 2008).  

Die Farnesyltransferase ist ein heterodimeres Zink-

Metalloenzym, bestehend aus einer α-Untereinheit, 

welche anhand von den  Cofaktoren Mg2+ oder Mn2+ die 

Übertragung des Farnesylrestes auf das Protein 

katalysiert, sowie einer  β-Untereinheit, welche für die 

Bindung des Proteins verantwortlich ist und das aktive 

Zentrum des Enzyms enthält (Andres DA et al., 1993). 

Die Farnesylierung erfolgt als erster Schritt von mehreren 

posttranslationalen Modifikationen. Hierbei wird die 15-

Kohlenstoff Farnesyl-Gruppe kovalent an die Seitenkette 

der Aminosäure Cystein von den wichtigsten zellulären 

Polypeptiden geknüpft. Zu denen gehören die kleinen 

Guanosin Triphosphat-bindende Proteine der Ras, Rho 

und Rheb Familien; nukleare Lamine, die Kinetochor 
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Proteine CENP-E und CENP-F und das Chaperon-Protein 

HDJ-2/Hsp40 (Sebti et al 2005). Durch diese 

Modifikation gewinnt das Protein lipophile Eigenschaften 

und kann in die Zellmembran integriert werden.  

Die Farnesyltransferase Inhibitoren (FTIs), Substanzen, 

die diese enzymatische Reaktion verhindern, vermindern 

Zellproliferation und induzieren Apoptose in 

verschiedenen präklinischen Modellen (Epling-

Burnetteate at al 2004; Santos et al 2004; Karp et al 2001; 

Sebti et al 2004). 

 

1.4.2. Zielstrukturen der Farnesyltransferase  

 
 Inhibierung der Ras-Proteine 

 

Viele Studien haben gezeigt, dass die Hemmung der 

Farnesyltransferase (FTase) ein attraktiver Ansatz in der 

Krebstherapie durch direkte Hemmung des Ras-

abhängigen Signalweges darstellt (Adjei, 2001;  Ravoet et 

al 2008). Das onkogene Ras behindert die Expression von 

Fas (CD95). Die Ras-transformierten Zellen werden 

dadurch resistent gegenüber Fas-induziertem Tod, 

welches zum Überleben und Proliferation von 

http://molpharm.aspetjournals.org/content/78/1/142.long#ref-1
http://molpharm.aspetjournals.org/content/78/1/142.long#ref-30
http://molpharm.aspetjournals.org/content/78/1/142.long#ref-30
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Tumorzellen führt. FTase-Inhibitoren induzieren 

Wachstumshemmung und Apoptose verschiedener 

humaner Krebszellen, indem sie die post-translationale 

Aktivierung von Ras verhindern.  

 Expression von CD95 

 
Von der Arbeitsgruppe Zhang wurde gezeigt, dass eine 

Kultur der Ras-transformierten Zellen in Gegenwart des 

FTI LB42722 zur Hochregulierung von Fas-Expression 

(CD95) führt. Fibroblasten mit H-ras Mutation zeigen 

einen Anstieg der CD95-Rezeptoren nach 48-stündiger 

Inkubation mit dem Farnesyltransferase-Inhibitor 

LB42722 hin (Zhang et al., 2002). Weitere Studien 

belegen einen Anstieg der Rezeptor-Expression, welche 

die Sensitivität der Zellen gegenüber der Apoptose 

veränderte (Chan et al., 1999; Fulda et al., 1998). 

 Herunterregulation von VEGF-Sekretion 

FTase-Inhibitoren hemmen die VEGF-Expression und 

Sekretion von Tumorzellen unter hypoxischen 

Bedingungen durch Überexpression von mutiertem 

Ras (Rak et al, 2000; Han et al, 2005). Seinerseits 

http://molpharm.aspetjournals.org/content/78/1/142.full#ref-29
http://molpharm.aspetjournals.org/content/78/1/142.full#ref-12
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reguliert das onkogene Ras über den MAPK- und den 

PI3K -Weg VEGF hoch (Chen at al 2001; Berra at al 

2000). 

Weitere Ras- unabhängige Mechanismen der 

Herunterregulation von VEGF-Sekretion wurden in 

neueren Studien beschrieben. Das FTI LB42708 

unterdrückt das Tumorwachstum und die Angiogenese 

sowohl in den Ras-mutierten als auch in den 

Wildtypzellen. Darüber hinaus unterdrückt es die VEGF-

induzierte Ras-Aktivierung und nachfolgend in vitro und 

in vivo Angiogenese durch die Blockierung der MAPK-

und PI3K/Akt-Wege in Endothelzellen (Chun-Ki Kim et 

al 2010). 

 

 

 Blockierung der Mitose-Polymere 

Die Eingriffe in die bipolare Spindelbildung beim 

Übergang von der Prophase in die Metaphase bei der 

Mitose stellen einen weiteren Mechanismus der 

Wachstumskontrolle von Neoplasien dar. 

http://molpharm.aspetjournals.org/search?author1=Chun-Ki+Kim&sortspec=date&submit=Submit
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Die Zentromer-assoziierte Proteine E und F( CENP-E und 

CENP-F) sind Mediatoren des G2-M-Checkpoints im 

Zellzyklus (Costa 2005). In diesem Schritt wird das 

Genom auf Schäden überprüft, bevor es in die Mitose 

eintritt. Die Farnesylierung der Proteine CENP-E und 

CENP-F ist notwendig für die Interaktion zwischen den 

Mikrotubuli und dem Centromer und somit für die 

Trennung der Schwesterchromatiden während der Mitose. 

Ist die Farnesylierung dieser Proteine gestört, kommt es 

zu einer Akkumulation von Zellen in diesem Schritt und 

somit zu einer verminderten Replikation (Ashar et al., 

2000).  

Einige Studien beschreiben einen Anstieg der 

antineoplastischen Aktivität der Kombination von FTIs 

mit Antimikrotubuli-Agenzien (Zhu at al. 2005). 

 Hemmung des MAPK/ ERK-Signalwegs 

 

Zytotoxische Effekte von Tipifarnib in mehreren 

hämatologischen Neoplasien sind auf eine Inhibierung des 

MAPK–Signalweges zurückzuführen (Sepp-Lorenzino at 

al.1995; Epling-Burnetteat at al 2004; Dai 2008). Jüngste 

Studien haben gezeigt, dass die Inhibierung des  MAPK-
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Signalwegs seinerseits  zur Inhibierung von  H-Ras führt, 

welche ihrerseits  zur B-cell leukemia/lymphoma-2 

interacting mediator of cell death (Bim)- Hochregulation 

und zu einer Bim-abhängigen  Apoptoseinduktion  bei 

malignen lymphoiden Zelllinien führt (Ding at al. 2011). 

 Die Hemmung von mTOR 

mTOR stellt eine weitere Zielstruktur der FTIs dar (Castro 

et al.2003). Neuere Arbeiten haben vor allem die Rolle 

der Rheb (Ras-homolog-enriched-in-brain) vermittelten 

mTOR Inhibition als Mechanismus der FTI-vermittelten 

Anti-Lymphom Effekte in murinen Lymphomen und 

Leukämien betont (Mavrakis et al.2008). 

Rheb ist ein proximaler Aktivator der mTOR, der die 

TOR-abhängigen Effekte wie  Apoptose und Seneszenz 

reguliert  und somit Behandlungsempfindlichkeit bedingt. 

 Die Hemmung von  c-FLIP  

Einige Studien haben eine Hemmwirkung von 

Farnesyltransferasehemmern auf c-Flip beschrieben. So 

zum Beispiel beschrieb die Arbeitsgruppe von Takada 

eine Inhibierung von c-Flip durch den 

Farnesyltransferasehemmer SCH 66336 in allen 
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untersuchten Zelllinien (Takada et al., 2004). Eine weitere 

Studie beschrieb eine Hemmwirkung von Tipifarnib auf c-

Flip in Lungenkarzinom-Zelllinien (Yuanzheng et al 

2007). Das Protein c-FLIP blockiert über die Bindung am 

Rezeptor des DISC die Rekrutierung und damit die 

Aktivierung der Procaspase 8 (Takada et al., 2004). Durch 

die Inhibierung des c-FLIPs wird das Hemmmechanismus 

auf dem CD95-Signalweg beseitigt und über Bindung von 

Caspase 8 wird Apoptose induziert (siehe auch 1.3.3). 

 Inhibition of multidrug resistance (MDR)-

transporters 

Im Laufe der Entwicklung der FTIs fiel ihre Analogie zu 

den Propafenonderivaten, die als Inhibitoren des humanen 

MDR funktionieren, auf. Daraufhin haben mehrere 

Studien die Effekte von Farnesyltransferasehemmern auf 

MDR–Transporter untersucht. Es wurde gezeigt, dass 

Tipifarnib ein potenter Hemmer sowohl von Multidrug 

resistance Proteinen 1 und 2 (MRP) als auch von PGP ist 

(Medeiros et al 2007). Auch SCH66336 zeigte sich als 

potenter Inhibitor von MRP 1, MRP 2 sowie PGP (Wang 

et al.2001; Wang et al.2003). Dies ist auch vor dem 

Hintergrund interessant, dass die Wirksamkeit von 
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Doxorubicin in der Krebstherapie durch MDR-

Transporter reduziert werden kann, da es ein Substrat 

sowohl von PGP als auch von MRP 1 und 2 ist (siehe 

auch 1.2.2). Es wäre also denkbar, mit einer kombinierten 

Anwendung eines MDR-Transporter-Inhibitors wie 

Tipifarnib und Doxorubicin, die Wirkung von 

Doxorubicin durch MDR-Transporter-Hemmung zu 

erhöhen. 

 

1.4.3 Aktuelle klinische Anwendung von FTIs in 

hämatologischen Malignitäten 

 

Obwohl FTIs ursprünglich entwickelt wurden, um 

onkogene Ras-Aktivität zu hemmen, zeigen die jüngsten 

Studien, dass FTIs auch mit anderen Zielstrukturen 

interagieren (siehe 1.4.2.). 

Es gibt zahlreiche Studien über Aktivität von Tipifarnib 

bei akuter myeloischer Leukämie sowohl in Mono- als 

auch in Kombinationstherapie (Epling – Burnette et al 

2010). Derzeit befindet sich Tipifarnib in Phase III 

Studien bei zuvor unbehandelten älteren Erwachsenen mit 
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akuter myeloischer Leukämie und bei Patienten im Alter 

von über 65 Jahren.  

Weitere Hinweise auf eine antineoplastische Aktivität von 

Tipifarnib als Monotherapie liefern die Therapieerfolge 

beim myelodysplastischen Syndrom und bei Multiplem 

Myelom in klinischen Studien (Alsina et al., 2004; 

Beaupre et al., 2004; Yanamandra et al., 2006; Fenaux 

and Co 2007). 

Neuere Studien zeigen darüber hinaus, dass Tipifarnib als 

Monotherapie über eine antineoplastische Aktivität bei 

stark vorbehandelten Patienten mit T-Zell-NHL und 

rezidivierendem/refraktärem HL verfügt (Witzig et al 

2011). 

FTI verfügen über mehrere Vorteile: sie sind oral 

verfügbar, nebenwirkungsarm und es existieren bereits 

Phase-II-und III-Studien mit Lonafarnib und Tipifarnib. 

 

1.5 HMG-CoA-Reduktase-Inhibitoren   

 
HMG-CoA-Reduktase-Inhibitoren (Statine) haben 

lipidsenkende Eigenschaften und verfügen   über 

pleiotrope biologische Effekte (Zhou et al 2010). Diese 

pleiotrope Effekte sind vermutlich hauptsächlich auf 
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die Hemmung der Prenylierung von niedrigmolekularen 

GTPasen zurückzuführen. Diese spielen eine 

Schlüsselrolle in der Regulation 

zahlreicher zellulärer Prozesse (Zhou et al 2010; Liao et al 

2005; Fritz et al 2009).  

Es werden zunehmend mehr Hinweise auf eine 

präventive Wirkung von Statinen auf eine Vielzahl von 

Krebsarten dokumentiert (Demierre et al 2005; Harutaka 

et al 2004). Kürzlich fand die EPILYMPH Studie ein 

geringeres Risiko von Lymphomen, 

einschließlich HL, bei mit Statinen behandelten Patienten 

(Fortuny et al 2006). Außerdem gibt es Hinweise auf 

eine antineoplastische Aktivität von Simvastatin sowohl 

in HL-Zelllinien als auch in einem Xenograft-Modell für 

das menschliche HL (von Tresckow B et al 2007). Diese 

scheint in HL-Zellen über Förderung von Caspase-

verwandter Apoptose und über 

den Isoprenoidbiosyntheseweg zu laufen. 

Interessanterweise scheint die Toxizität von Simvastatin 

in HL-Zellinien zumindest teilweise durch eine indirekte 

FTI-Wirkung des Statins bedingt zu sein (von Tresckow B 
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et al 2007), was eine präklinische Evaluation von FTIs bei 

HL nahelegt. 

Statine erhöhen die Antitumoraktivität zahlreicher 

Krebsmedikamente in vitro und in vivo (Fritz et al 2009, 

Bocci et al.2005). Hohe Dosen von Statinen erhöhen in 

vitro die Aktivität von Chemoterapeutika (Cafforio et al 

2005; Agarwal et al.1999) durch die Beeinträchtigung des 

G1-S-Überganges (Rao et al 1998) und durch das 

Triggern von Apoptose (Feleszko et al 2000; 

Dimitroulakos et al 2001). Weiterhin fördern Statine eine 

TNF-ausgelöste Apoptose (Ahn et al 2007) und tragen zur 

Überwindung der Chemoresistenz  durch Hemmung von 

NF-κB bei (Ahn  et al 2008).  

 

 

 

1.6  Fragestellung der Arbeit 
 

 

Heute basiert die HL-Therapie auf 

Chemotherapeutika. Chemotherapeutika sind 

„schmutzige“ Drogen: sie sind unspezifisch und haben 

zahlreiche Nebenwirkungen. Ein weiters Problem der 
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aktuellen Cheotherapieregimen ist Multidrug Resistenz. 

Die Entwicklung neuer Therapiekonzepte mit 

alternativen, beim HL bisher nicht eingesetzten 

Substanzen und Kombinationen ist überfällig. Aus 

ethischen Gründen müssen vor Tierversuchen und ersten 

Phase I Studien bei Patienten in einem in vitro-Modell 

erste Wirksamkeitsprüfungen unternommen werden.  

Auf der Grundlage der oben aufgeführten Ergebnisse 

(siehe 1.5) haben wir folgende Hypothese bezüglich der 

Simvastatin-Wirkung auf HL-Zellen aufgestellt: 

 Doxorubicin übt in Anwesenheit von Simvastatin einen 

stärkeren zytotoxischen Effekt auf HL-Zellen aus. 

Ferner haben wir auf der Grundlage von zahlreichen 

Ähnlichkeiten zwischen den Entstehungsmechanismen 

von HL und den Zielstrukturen von FTI  und aufgrund der 

bereits bestehenden Berichte über alleinige zytotoxische 

Aktivität von FTI in hämatologischen Neoplasien   (siehe 

1.4.3) folgende  Hypothesen bezüglich der Tipifarnib-

Wirkung auf HL-Zellen aufgestellt: 

 Der FTI Tipifarnib besitzt eine alleinige zytotoxische 

Aktivität in HL-Zellen 
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 Doxorubicin übt in Anwesenheit von Tipifarnib einen 

stärkeren zytotoxischen Effekt auf HL-Zellen aus. 

Um diese Hypothesen zu überprüfen, untersuchten wir 

die Wirkung des FTI Tipifarnib und des HMG-CoA-

Reduktase-Inhibitors Simvastatin als alleinige Agenzien 

auf diverse HL-Zelllinien sowie in Kombination mit 

Doxorubicin unter Verwendung von in vitro 

Modellsystemen. 
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2. Material und Methoden 
 

 

2.1. Chemikalien und Materialien 
 

Aqua dest.   Labor für 

Immuntherapie, 

Uniklinik Köln 

0,9% NaCl-Lösung  Delta-Pharma 

GmbH 

RPMI 1640-Medium  PAA 

Laboratories 

GmbH 

FCS (fetal calf serum)  PAA 

Laboratories 

GmbH 

DMSO Dimethylsulfoxid  Sigma‐Aldrich 

Chemie GmbH,  

Simvastatin  PAA 

Laboratories 

GmbH 

Doxorubicin   PAA 

Laboratories 
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GmbH 

Trypanblau-Lösung  Sigma-Aldrich 

Chemie GmbH 

Phenazin  PAA 

Laboratories 

GmbH 

XTT-Salz  PAA 

Laboratories 

GmbH 

Tipifarnib  Johnson & 

Johnson 

Pharmaceutical 

Research & 

Development, 

LLC 

Gemcitabin  PAA 

Laboratories 

GmbH 

Piperacillin    PAA 

Laboratories 

GmbH 

Insulin  Sigma‐Aldrich 

Chemie GmbH,  

Natriumselenit  Sigma‐Aldrich 



Material und Methode_____________________________ 

45 

 

Chemie GmbH,  

Lithiumchlorid   Sigma‐Aldrich 

Chemie GmbH,  

Ascorbinsäure  Sigma‐Aldrich 

Chemie GmbH,  

Apotransferrin  Sigma‐Aldrich 

Chemie GmbH,  

DMEM (Dulbecco's modified 

Eagle's medium) 

 PAA 

Laboratories 

GmbH 

HAMsF12  PAA 

Laboratories 

GmbH 

FACS Clean,   BD, Heidelberg 

FACS Flow  BD, Heidelberg 

FACS Cellwash  BD, Heidelberg 

FACS Rinse  BD, Heidelberg 
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2.2 HL-Zelllinien 
 

L428 Hodgkin-Lymphom (freundlicherweise zur Verfügung 

gestellt von Prof. V. Diehl, Köln) 

L540CY Hodgkin-Lymphom (freundlicherweise zur Verfügung 

gestellt von Prof. V. Diehl, Köln) 

KMH2 Hodgkin-Lymphom (freundlicherweise zur Verfügung 

gestellt von Prof. V. Diehl, Köln) 

 

2.3 Geräte 
 

Durchflußzytometer 

(FACS) 

FACSCalibur 

Becton-Dickinson Labware 

Falcon-Röhrchen Becton-Dickinson Labware 

Mikrotiterplatte Becton-Dickinson Labware 

Ultrazentrifuge Optima 

LE 80 K 

Beckmann Instruments Inc. 

Zellkulturflaschen  Falcon, Becton Dickinson 

Brutschrank B5060 EK/CO2, Heraus 

Ein-und 

Mehrkanalpipetten 

Eppendorf, Hamburg/BRD 

Mikroskop  Axiovert 25 Zeiss, Jena/BRD 
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LaminAir HB2448 

Sterilarbeitsbank  

Heraeus Instruments, 

Hanau/BRD 

Analysewaage Mettler 

Neubauer-Zellkammer Faust/Merck, Darmstadt/BRD 

Biofuge   Heraeus instruments, 

Hanau/BRD 

Durchflußzytometer 

(FACS) 

FACSCanto  

BD Biosciences 

Vortexgerät Heidolph, Schwabach/BRD 

Gefrierschränke  Sanyo, München/BRD 

Kühlschränke  Siemens, Berlin/BRD 

Accu-Jet pro  Brand, Wertheim/BRD 

 

 

2.4.Verbrauchsmaterialien 

Deckgläser  24 x 24 mm, Brand 

Einfrierröhrchen  1,5 ml, Sarsted 

Kanülen  Microlance 3, 0,9 x 40 mm, BD 

Leucosep®-

Zentrifugenröhrchen  

Leucosep®, Greiner 

Nitrozellulose-

Membran incl. Filter  

LC2000, Invitrogen   
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Objekträger  76 x 26 mm, Engelbrecht 

Pippetenzubehör  Standardtips 10-100 µl, 

Eppendorf,100-1000µl, Sarstedt 

Reaktionsgefäße  1,5 ml, Sarstedt 

Sterile Plastikpipetten  5 ml, 10 ml, 25 ml, Costar 

Zellkulturflaschen  175 cm
2
, 75 cm

2,
 25 cm

2
, Nunc 

Zellkultur Multiwell-

Platten  

24er-Well, Nunc 

 

 

2.5 Zellkultur 
 

Die Züchtung der Zellen erfolgte in 

Schräghalskulturflaschen. Die Effekte der Pharmaka 

wurden an 3 verschiedenen HL-Zelllinien und an murinen 

Kardiomyozyten untersucht.  

Die ventrikulären und atrialen murinen Kardiomyozyten 

Zellkulturen wurden uns freundlicherweise von der 

Arbeitsgruppe um Prof. Dr. med. Jochen Müller-Ehmsen 

zur Verfügung gestellt.  

Die HL-Zelllinien wurden in mit 10% FCS 

angereichertem RPMI 1640 Kulturmedium kultiviert. Die 

Kardiomyozyten wurden in DHM/HAMsF12 

Kulturmedium mit Zusatz von Piperacilin (0,0125%), 

Insulin (0,025%), Natriumselenit (0,1%), Lithiumchlorid 
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(0,1%), Ascorbinsäure (0,1%) und Apotransferrin (0,1%) 

kultiviert. Alle Zelltypen wurden bei 37°Celsius in einer 

Atmosphäre von 5% CO2 und 100 % relativer 

Luftfeuchtigkeit in einem Brutschrank kultiviert. Die 

Hodgkin Lymphom Zellkulturen wurden am Vortag des 

Versuchs und - bei dessen Ausbleiben jedoch mindestens 

drei Mal pro Woche - mit frischem Nährmedium, das 

zuvor auf 37 ° erwärmt wurde, versorgt. Auf gleicher 

Weise sind die Kardiomyozyten zwei Mal pro Woche 

versorgt worden. Dabei wurde etwa die Hälfte der 

Zellsuspension durch frisches Kulturmedium ersetzt. 

2.6 Auftauen von Zellen  

Die in flüssigem Stickstoff in 0,5 ml Kryoröhrchen 

eingefrorenen und gelagerten Zellen konnten nach 

Abspülen mit Methanol (100%) zur Verhinderung 

etwaiger Mykoplasmen-Kontamination - durch schnelles 

Auftauen bei 37°C in einem Wasserbad revitalisiert 

werden und wurden danach sofort in 10 ml frisches 

Kulturmedium überführt. Durch Zentrifugation bei 300 x 

g für 5 Min. und Abnahme des Überstands wurde das im 

Einfriermedium enthaltene DMSO entfernt. Nachfolgend 
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wurden die Zellen in einer Zelldichte von 1 x 10
6 

Zellen/ml bei 
 

Suspensionszellen in geeignete Kulturgefäße ausgesät.  

2.7  Einfrieren von Zellen  

Zur Gefrierkonservierung wurden logarithmisch 

wachsende Zellen sedimentiert und 

in Kulturmedium mit auf 20% erhöhten FCS-Gehalt und 

10% DMSO-Anteil in einer  

Dichte von ca. 5 x 10
6 

Zellen/ml aufgenommen. Nach 

einer Lagerung bei -70°C für 
 

24 h wurden die Zellen in flüssigen Stickstoff überführt 

und konnten so über Jahre 

gelagert werden. 

 

2.8  Bestimmung der Zellzahl  

Vor jedem Experiment wurden die Zellen mit dem 

Farbstoff Trypanblau gezählt. Mit der  

Trypanblau-Färbung können lebende und tote Zellen 

quantifiziert werden. Da tote oder absterbende Zellen 

keine intakte Zellmembranen mehr aufweisen, kann der 

Farbstoff in die Zelle eindringen kann. Bei einer 
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lichtmikroskopischen Zählung können somit tote Zellen 

durch 

ihre blaue Färbung erfasst werden. Lebende Zellen 

bleiben ungefärbt. Für die Zellzählung 

wurden 100 µl Zellsuspension mit der gleichen Menge 

einer Trypanblaulösung verdünnt. Ein Aliquot von 10 µl 

dieser Mischung wurde unter ein Deckglas auf eine 

Neubauer-Zählkammer gegeben. Die Auszählung erfolgte 

lichtmikroskopisch innerhalb von zwei schräg 

gegenüberliegenden peripheren Quadraten. Das Ergebnis 

wurde mit 10
4 

multipliziert um die Zellzahl pro ml zu 

erhalten. 

 

2.9 Plattieren der Zellen  

Nach der Zellzählung wurde die Zellsuspension mit 

entsprechender Konzentration in einem  

Volumen von 50 µl pro Well in 96-Well Zellkulturplatten 

ausgesät. Danach wurden die Pharmaka appliziert. Um 

einen eventuellen Einfluss von DMSO, in welchem 

Simvastatin und Tipifarnib gelöst sind, auf die Zellen 

auszuschalten, wurde die DMSO Konzentration bei allen 
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Pharmakakonzentrationen und bei der Kontrolle gleich 

gehalten. 

Ebenfalls wurden Zellen der Negativkontrolle auf eine 

separate Zellkulturplatte ausgesät. 

 

2.10 Applikation und Inkubation der 

Pharmaka  

Simvastatin und Tipifarnib wurden tiefgekühlt 

aufbewahrt und erst kurz vor der  

Anwendung aufgetaut. Doxorubicin wurde im 

Kühlschrank unter Lichtschutz aufbewahrt.  

Zur Untersuchung der Wirksamkeit des jeweiligen 

Pharmakons als Monotherapie, wurde bei der Applikation 

der Substanzen wie folgt vorgegangen: Zur 

Versuchsdurchführung waren die HL-Zelllinien in 

entsprechender Konzentration mit einem Volumen von 

100 µl auf 96-Well-Platten ausgesät worden  (Siehe auch 

2.9 Plattieren der Zellen).Im Anschluss erfolgt die 

Inkubation mit dem jeweiligen Pharmakon. Hierfür 

wurden Simvastatin, Tipifarnib und Doxorubicin mit dem 

jeweiligem Kulturmedium entsprechend konzentriert und 

in doppelter Konzentration der gewünschten 



Material und Methode_____________________________ 

53 

 

Endkonzentration in einem Volumen von 100 µl 

hinzugefügt. Kontrollzellen erhielten analog dazu 

Kulturmedium in gleicher Menge.   

Für die simultane Gabe einer Kombination aus 

Tipifarnib/Doxorubicin und Simvastatin/Doxorubicin 

wurde eine Lösung erstellt, die sowohl Doxorubicin als 

auch Tipifarnib bzw. Simvastatin in vierfacher 

Konzentration der entsprechenden Endkonzentration 

enthielt. Hiervon wurden 50 µl auf die Zellsuspension 

appliziert. Bei Zellen, die mit einer Kombination aus 

Doxorubicin und Simvastatin in einem Zeitintervall von 

96 Stunden behandelt werden sollten, wurde Simvastatin 

in vierfacher Konzentration der gewünschten 

Endkonzentration in 50 µl auf die Zellen gegeben. Analog 

dazu erhielten Kontrollzellen 50 µl Kulturmedium. 48 

Stunden später wurde dann Doxorubicin hinzugefügt, 

ebenfalls in vierfacher Konzentration und einem Volumen 

von 50 µl. Kontrollzellen erhielten wiederum 50 µl 

Kulturmedium.  
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2.11  Messung der Zellviabilität: 

Zellproliferationstest XTT  

Dieser kolorimetrische Test kann einerseits zur 

Quantifizierung des Zellwachstums und der Viabilität, 

andererseits auch zum Nachweis der Zytotoxizität 

verschiedener Substanzen benutzt werden (Scudiero et 

al.,1988). Als Maß für die Zellaktivität der Zelllinien 

wurde deren mitochondriale Aktivität  durch Testung mit 

XTT- Reagenz untersucht  Die Stoffwechselleistung von 

intakten Mitochondrien vitaler Zellen lässt sich durch die 

Reduktion von XTT (2,3-bis(2-methoxy-4-nitro-5-

sulfophenyl)-5-[(phenylamino)carbonyl]-2H-tetrazolium 

hydroxid) zu einem Formazin-Salz dokumentieren. Das 

Formazin ist wasserlöslich und mit einem 
Spektralphotometer zwischen 450 und 500 nm messbar. 

Dieser Vorgang geht mit einem Farbumschlag der 

Reagenzien von gelb zu orange einher.  
Die prozentuale Änderung der Lichtabsorption im 

Spektralbereich von 490nm bis 650nm wird durch im 

Rahmen der Reduktion von XTT bedingten Farbumschlag 

gemessen und lässt eine Quantifizierung der Zellvitalität 

der einzelnen Kulturen zu. Die Zellaktivität ohne 
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Pharmakazugabe wurde als Standard definiert und beträgt 

somit 100%. Die prozentualen Änderungen der Extinktion 

sind der Maßstab für prozentuale Veränderung der 

Zellaktivität unter Pharmakaeinwirkung. 

Zum optimalen Ablauf der Reaktion wurde 2% ige 

PMS-Lösung als Elektronenakzeptor zur XTT-Salzlösung 

zugefügt. Die Endkonzentration von XTT-Salzlösung 

beträgt 0,5 mg/ml. 50 μl dieser PMS-XTT-Lösung wurden 

dann jeweils in einen Well der einzelnen Versuchsansätze 

gegeben. Bei allen Versuchsansätzen wurde eine 

Einwirkzeit des XTT-Reagenz von 24 Stunden gewählt. 

Unmittelbar nach Ablauf der Einwirkungszeit erfolgte 

eine Auswertung im Spektralphotometer bei 490 nm. 

 

2.12  Durchflusszytometrische 

Untersuchungen    

Die Durchflusszytometrie (FACS) ist ein optisches 

Messverfahren zur Analyse von Partikeln bzw. von Zellen 

in Suspension. Sie ermöglicht eine große Anzahl von 

Zellen in kurzer Zeit zu untersuchen, wobei die Zellen 

einzeln an einer Lichtquelle in einem Flüssigkeitsstrom 
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vorbeigeleitet werden. Dabei wird die Größe basierend 

auf der Vorwärtsstreuung, die interne Komplexität anhand 

der Seitwärtsstreuung des Lichts sowie verschiedene 

potentielle Zelleigenschaften mit Hilfe von 

Fluoreszenzfarbstoff-konjugierten Antikörpern 

gleichzeitig gemessen (Raffael et al 1994). Diese 

Messwerte werden mithilfe von einem Cytofluorometer 

erhoben und an eine angeschlossene Computereinheit 

weitergegeben. Die Datenausgabe kann sowohl numerisch 

in Form von statistischen Messgrößen (Mittelwert, 

Median, etc.) als auch in graphischer Form als 

Histogramm oder Punktewolke erfolgen.  

Dank einer intrinsischen Eigenfluoreszenz von  

Doxorubicin stellt die Durchflusszytometrie ein 

hervorragendes Verfahren dar, um die intrazellulare 

Konzentration von Doxorubicin indirekt zu bestimmen. 

Dabei korreliert die Fluoreszenzintensität mit der 

Konzentration des intrazellulär gebundenen Anthrazyklins 

(Jaroszeski et al 1999). In der vorliegenden Studie wurden 

die Fluoreszenz-Aufnahmen mithilfe einer Wellenlänge 

von 488nm erhalten, was nah an dem 

Anregungsmaximum von Doxorubicin (480 nm) liegt. Zur 



Material und Methode_____________________________ 

57 

 

Darstellung von Doxorubicin -Fluoreszenz wurde die 

Emission beim Emissionsmaximum von Doxorubicin, 

zwischen 560 und 590 nm detektiert. Folglich ist die 

mittlere Fluoreszenzintensität ein Maß für die Menge des 

Fluoreszenzfarbstoffes Doxorubicin pro Partikel. 

Um Kombinationseffekte von Tipifarnib und 

Doxorubicin zu untersuchen wurden die Zellen mit 

Tipifarnib (2µM), Doxorubicin (2µM) und deren 

Kombination (jeweils 2 µM) unter Standardbedingungen 

inkubiert. Nach vierstündiger Inkubation im Brutschrank 

wurden die Zellen zentrifugiert (2 min bei 1000U/min) 

und der Überstand wurde verworfen. Zu den Zellen wurde 

jeweils 500 µl eiskalter PBS-Puffer mit 0,1% BSA 

zugesetzt. Die Suspensionen wurden verdunkelt und auf 

Eis gestellt. Unmittelbar danach wurden FACS–Röhrchen 

mit den entsprechenden Lösungen beladen und analysiert. 

Die Festlegung eines Basiswertes geschah mit Hilfe einer 

Negativkontrolle, die keinen Fluorochromzusatz enthält. 

Dadurch wird die Autofluoreszenz der Zellen bestimmt 

und von den Fluorochromsignalen abgegrenzt (Raffael A. 

et al 1994). Die Fluoreszenzintensität von jeweils 1x10
6
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Zellen wurde mittels Durchflusszytometrie bestimmt und 

unter Verwendung der Software CellQuest  analysiert.  

  

2.13 Statistische Analysen 

 

Die graphische Darstellung erfolgte mit dem Programm 

GraphPadPrism®, Version 5.  

Die Daten werden als Mittelwert und Standartabweichung 

dargestellt. 

WilcoxonVorzeichen-Rang-Test 

 

Gepaarte, stetige Daten wurden mit dem 

WilcoxonVorzeichen-Rang-Test analysiert. 

Dieser Test ist ein Zweistichprobentest für verbundene 

Stichproben. Es handelt sich um 

einen nichtparametrischen Test, d.h. dieser Test setzt nicht 

voraus, dass die Messgrößen 

normalverteilt sind. Dabei werden die Differenzen 

zwischen den zu vergleichenden 

Wertepaaren gebildet und diesen werden wiederum nach 

ihrem absoluten Zahlenwert in 

wachsender Reihenfolge Rangzahlen R- und R + 

zugeordnet. Anschließend wird jeweils aus  

den positiven und negativen Rangzahlen die Summe 

gebildet 
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CalcuSyn ® 

 

Um die Wirkung einer Kombination von 2 chemischen 

Substanzen einer quantitativen Dosis-Effekt Analyse zu 

unterziehen, wurde ein spezielles Software-Programm 

eingesetzt (CalcuSyn). Dabei wird von dem 

Massenwirkungsgesetz für chemische Reaktionen unter 

stationären Bedingungen eine Median-Effekt Gleichung 

abgeleitet und dadurch eine Basis für den Algorithmus des 

Rechnerprogramms gelegt (Mitchell, 1986, Jonker et al., 

2005, Chou, 2006). Beurteilt werden die Dosis-Effekt-

Kurve, median-effect-plot, combination index (CI) plot 

und das Isobologramm.  

Zunächst werden die sigmoidalen Dosis-Effekt-Kurven 

durch das Logarithmieren in Geraden mit 

unterschiedlicher Steilheit transformiert, dies ergibt den 

median-effect-plot. Die Steilheit zeigt an ob eher eine 

sigmoide oder eher eine hyperbolische Kurve vorliegt. 

Die combination index (CI)-Isobologram-Gleichung 

erlaubt, quantitativ die Interaktion zweier 

Chemotherapeutika oder der Kombinationsbehandlung 

mit Chemotherapeutikum und Bestrahlung festzulegen. 
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Ein CI-Index <1 zeigt einen Synergismus an, ein CI-Index 

von 1 einen additiven Effekt und ein CI-Index >1 einen 

Antagonismus (Chou 2006). Die median-effect-dose, d.h. 

die Dosis, die einen definierten Effekt, z.B. eine 50% 

Toxizität, hervorruft, kann aus dem Diagramm abgelesen 

werden. Im klassischen Isobologramm sind dann auf der 

y- und der x-Achse die Äquivalenzdosen der untersuchten 

Parameter (z.B. der zwei Chemotherapeutika) 

aufgetragen, z.B. für ED50 (equipotency dose mit 50% 

Effekt) oder ED75 und ED90. Fallen die Messwerte auf 

die Hypothenuse (CI=1), liegt ein additiver Effekt vor, 

liegen die Werte links darunter (CI<1) oder rechts darüber 

(CI>1) deutet dies auf einen Synergismus bzw. 

Antagonismus hin. Entsprechend der Definition und 

Einteilung von Chou 2006 wurde der Synergismus bzw. 

der Antagonismus quantifiziert. Folgende Bereiche des 

combination index CI wurden von Chou festgelegt.  

Diese Definition haben wir für unsere Auswertungen 

benutzt (in Klammern ist die Nomenklatur von Chou 2006 

angegeben):  

<0,1                                      sehr starker Synergismus 

(very strong synergism)  
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0,1-0,3                                  starker Synergismus (strong 

synergism)  

0,3-0,7                                  Synergismus (synergism)  

0,7-0,85                                mäßiger Synergismus 

(moderate synergism)  

0,85-0,9                                geringer Synergismus (slight 

synergism)  

0,9-1,1                                  fast Addition (nearly additive)  

1,1-1,2                                  geringer Antagonismus ( 

slight antagonism)  

1,2-1,45                                mäßiger Antagonismus 

(moderate antagonism)  

1,45-3,3                                Antagonismus (antagonism)  

3,3-10                                   starker Antagonismus (strong 

antagonism)  

>10                                       sehr starker Antagonismus 

(very strong antagonism) 
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3. Ergebnisse 

 

3.1 Proliferationshemmung der Zelllinien unter 

Einwirkung von Simvastatin 

Es wurde der Einfluss von Simvastatin in sieben 

verschiedenen Konzentrationen auf die HL-Zelllinien mit einer 

Inkubationszeit von 48 und 96 Stunden untersucht. Die Zellen 

wurden bei einer Ausgangszelldichte von 25 x 10
5
/ml ausgesät 

und mit Simvastatin in Konzentration zwischen 0 und 20µM 

über 48 bzw.96 Stunden inkubiert (siehe Tab 3.1) 

Zunächst wurde in einem initialen Experiment die 

antiproliferative Wirkung des Statins Simvastatin auf die HL-

Zelllinien (L540CY, KMH2, L428) bei 48-stündiger 

Exposition untersucht. Hierzu wurde das XTT-Assay 

herangezogen.  

_____________________________________________ 

Tabelle 3.1: Verabreichung von steigenden 

Simvastatinkonzentrationen  bei HL-Zelllinien 

_____________________________________________ 
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HL-Zelllinien Simvastatinkonzentration 

[μmol/l] 

Einwirkzeit 

[h] 

L540CY 0; 0,3125; 0,625; 1,25; 2,5; 

5; 10 

48 ; 96 

KMH2 0; 0,625; 1,25; 2,5; 5; 10; 20 48 ; 96 

 

Die Versuche wurden mit einer Zellzahl von 25x10
5
 Zellen/ml 

durchgeführt, welche nach der Verdünnung der Zellen mit 

Simvastatin-Lösungen im Verhältnis 1:1 in jeder einzelnen 

Kavität der Mikrotiterplatte zustande kam. 

 

Es zeigte sich in den beiden Zelllinien eine dosisabhängige 

Proliferationshemmung, wobei die Empfindlichkeit von HL-

Zelllinien auf Simvastatin beachtlich variierte (siehe Tab.3.2). 

Als bei der empfindlichsten Zelllinie L540CY nach 48-

stündiger Exposition mit 2,5 µM Simvastatin nur noch 21,3% 

der Zellen vital waren, zeigten sich bei KMH2 nach gleicher 

Exposition 74 % der Zellen vital. So beträgt die mittlere 

inhibitorische Konzentration der Zelllinie KMH2 das 8-fache 

(9,20±5.8µM) des Wertes der Zelllinie L540CY (1,128 ± 0.34 

µM).  
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_________________________________________________  

Tabelle 3.2 Mittlere inhibitorische Konzentrationen (IC50) 

für Simvastatin bei 48- und 96- stündiger Inkubation 

Mittelwert ± Standardabweichung aus drei unabhängigen 

Messungen 

_________________________________________________ 

HL-Zelllinie 

 

Simvastatin (48h) 

(µM) 

 

Simvastatin (96h) 

(µM) 

L540CY   1,128 ± 0,34 1,127 ± 0,41 

KMH2 9,20 ±  5,8  5,628 ± 0,135 
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Abb. 3.1. Mittlere inhibitorische Konzentrationen von  HL-

Zelllinien nach 48-stündiger Inkubation mit Simvastatin 
Zeigt den deutlichen Unterschied in der Empfindlichkeit auf 

Simvastatin. 

Die Abbildung zeigt jeweils den Mittelwert und die 

Standardabweichung von drei unabhängigen Messungen. 
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Abb. 3.2. Proliferationshemmung durch Simvastatin 

A- KMH2; B- L540CY 

Die Änderung der mittleren Vitalitätsrate der HL-Zelllinien 

nach 48-stündiger Inkubation mit Simvastatin in Abhängigkeit 

von der Konzentration. 

Die HL-Zelllinien wurden mit einer Zelldichte von 25x10
5
/ml 

ausgesät und über 48 Stunden mit steigenden Dosen von 

Simvastatin kultiviert. Nach 48 Stunden wurde die Zellvitalität 

mittels XTT-Assay bestimmt. 

Die Abbildungen zeigen jeweils den Mittelwert und die 

Standardabweichung von drei unabhängigen Messungen. 
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Im nächsten Experiment wurde die antiproliferative Wirkung 

von Simvastatin auf die HL-Zelllinien (KMH2 und L540CY) 

bei 96-stündiger Exposition untersucht. Auch bei diesem 

Experiment wurden die Zellen mit der Ausgangszelldichte von 

25 x 10
5
/ml ausgesät und mit einer Konzentration zwischen 0 

und 20µM µM Simvastatin  über 96 Stunden  inkubiert (siehe 

Tab 3.1). Nach 96 Stunden wurde die Zellvitalität mittels XTT-

Assay bestimmt. Wie bereits in den 48-stündigen 

Wachstumskurven, zeigte sich auch in diesem Experiment eine 

dosisabhängige Proliferationshemmung in den beiden 

Zelllinien (Abb.3.4) mit deutlichen Unterschieden in der 

Empfindlichkeit auf den Inhibitor (Abb.3.3). Den höheren 

IC50-Wert wiesen die KMH2-Zellen mit 5.628±0.135 µM auf, 

den niedrigeren L540CY-Zellen mit 1.127±0.41µM. Im 

Vergleich zum 48-stündigen Experiment betrug der IC50-Wert 

von KMH2-Zellen bei 96-stündiger Inkubation nur noch das 5-

fache, anstatt vom 8-fachen des IC50-Wertes der L540CY-

Zellen. Somit bestätigten sich indirekt die Ergebnisse des 48-

stündigen Experimentes, bei dem sich die KMH2-Zellen 

deutlich unempfindlicher als die L540CY-Zellen zeigten. 
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Abb. 3.3. Mittlere inhibitorische Konzentrationen von  HL-

Zelllinien nach 96-stündiger  Inkubation mit Simvastatin 
Zeigt den Unterschied in der Empfindlichkeit auf Simvastatin.  

Die Abbildung zeigt jeweils den Mittelwert und die 

Standardabweichung von drei unabhängigen Messungen. 
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B 

 

 

 

Abb. 3.4. Proliferationshemmung durch Simvastatin 

A- KMH2; B- L540CY 

Die Änderung der mittleren Vitalitätsrate der HL-Zelllinien 

nach 96-stündiger Inkubation mit Simvastatin in Abhängigkeit 

von der Konzentration. 
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Die HL-Zelllinien wurden mit einer Zelldichte von 25x10
5
/ml 

ausgesät und über 96 Stunden mit steigenden Dosen 

Simvastatin kultiviert. Nach 96 Stunden wurde die Zellvitalität 

mittels XTT-Assay bestimmt. Die Abbildungen zeigen jeweils 

den Mittelwert und die Standardabweichung von drei 

unabhängigen Messungen. 
 

Wie aus der Tabelle 3.1 ersichtlich ist, liegen die mittleren 

inhibitorischen Konzentrationen bei 48-stündiger Inkubation 

tendenziell höher als bei 96-stündiger. Die 

proliferationshemmende Wirkung von Simvastatin auf die HL-

Zelllinien scheint also nicht nur dosis-, sondern auch 

zeitabhängig zu sein. 

 

3.2 Proliferationshemmung der Zelllinien unter 

Einwirkung von Tipifarnib 

 

Im nächsten Schritt wurde der Einfluss von Tipifarnib in einer 

Konzentrationen von 0,05 bis 6,25 µM auf die HL-Zelllinien 

mit Einwirkungszeit von 48 Stunden untersucht (siehe 

Tab.3.3).  
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___________________________________________________ 

Tabelle 3.3: Verabreichung von steigenden 

Tipifarnibkonzentrationen bei HL-Zelllinien  

___________________________________________________ 

HL-

Zelllinie 

Tipifarnibkonzentration 

[µM] 

Einwirk

zeit 

[h] 

KMH2  0,12; 0,25; 0,5; 1; 2; 4; 8; 48 

L540CY  0,015; 0,03; 0,06; 0,12; 0,25; 0,5; 48 

L428 
 0,0625; 0,025; 0,05; 0,1; 0,2; 0,39; 0,78; 

1,5; 3,125; 6,25 
48 

 

Die Versuche wurden mit einer Zellzahl von 25 x 10
5
 Zellen/ml 

durchgeführt, welche nach der Verdünnung der Zellsupension mit 

Tipifarnib-Lösungen im Verhältnis 1:1 in jeder einzelnen Kavität der 

Mikrotiterplatte zustande kam. 

 

 

Der FTI Tipifarnib zeigte eine dosisabhängige 

Proliferationshemmung in allen untersuchten Zelllinien mit 

deutlichen Unterschieden in der Empfindlichkeit auf den 

Inhibitor (Abb.3.5). Ähnlich wie bei Simvastatin (siehe 
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Abb.3.1) erwies sich die KMH2-Zelllinie mit dem IC50-Wert 

von 0,92±0.57µM als die am meisten resistente Zelllinie und 

die L540CY-Zelllinie mit dem IC50-Wert von 0,123±0,023µM 

als die sensibelste. Die Zelllinie L428 erwies sich mit dem 

IC50-Wert von 0,44±0,12µM als intermediär sensibel. 

 

___________________________________________________ 

Tabelle 3.4: Mittlere Inhibitorische Konzentrationen (IC50) 

für Tipifarnib 

Mittelwert ± Standardabweichung aus drei unabhängigen 

Messungen 

___________________________________________________ 

HL-Zelllinie 
Tipifarnib 

(µM) 

L428 0,44 ± 0,12 

L540CY    0,123 ± 0,023 

KMH2  0,92 ±0,57 
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Abb. 3.5. Mittlere Inhibitorische Konzentrationen von  

Tipifarnib bei HL-Zelllinien nach 48-stündiger Inkubation 
Die Abbildung zeigt jeweils den Mittelwert und die 

Standardabweichung von drei unabhängigenMessungen. 
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C 

 

 

Abb. 3.6 Proliferationshemmung durch Tipifarnib 

Die Änderung der mittleren Vitalitätsrate der HL-Zelllinien 

nach 48-stündiger Inkubation mit Tipifarnib in Abhängigkeit 

von der Konzentration. 

Die HL-Zelllinien wurden mit einer Zelldichte von 25x10
5
/ml 

ausgesät und über 48 Stunden mit steigenden Dosen Tipifarnib 

kultiviert. Nach 48 Stunden wurde die Zellvitalität mittels 

XTT-Assay bestimmt.  

Die Abbildungen zeigen jeweils den Mittelwert und die 

Standardabweichung von drei unabhängigen Messungen. 
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3.3 Proliferationshemmung der Zelllinien unter 

Einwirkung von Doxorubicin 

 

Es wurde die zytotoxische Wirkung von Doxorubicin in sieben 

verschiedenen Konzentrationen auf die HL-Zelllinien L540CY, 

KMH und L428 untersucht (siehe Tab.3.5).  

___________________________________________________ 

Tabelle 3.5: Verabreichung von steigenden 

Doxorubicinkonzentrationen bei HL-Zelllinien 

___________________________________________________ 

HL -Zelllinie 
Doxorubicinkonzentration  

[μg/ml]  

Einwirkzeit 

[h] 

L540CY 0; 0,0015; 0,003; 0,006; 0,012; 

0,025; 0,05 

48 

KMH2 0; 0,015; 0,03; 0,06; 0,12; 0,25; 0,5 48 

L428 0; 0,0025; 0,005; 0,01; 0,02; 0,04; 

0,08; 0,16; 0,32; 0,64; 1,28 

48 

 

Die Versuche wurden mit einer Zellzahl von 25 x 10
5
 

Zellen/ml durchgeführt, welche nach der Verdünnung der 
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Zellsupension mit Doxorubicin- Lösungen im Verhältnis 1:1 in 

jeder einzelnen Kavität der Mikrotiterplatte zustande kam. 

 

Erwartungsgemäß erwies sich Doxorubicin als hochtoxisch in 

den HL-Zelllinien (siehe Abb. 3.7). Auch in diesem 

Experiment erwies sich - so wie bei den Versuchen mit 

Simvastatin -  die  Zelllinie L540CY mit dem IC50-Wert  von 

0,01±0.038µM als die sensibelste (Abb.3.7). Die Mittleren 

inhibitorischen Konzentrationen der Zelllinien L428 und 

KMH2 lagen bedeutend höher (entsprechend bei 

0,059±0.014µM und 0.059±0.037µM), was auf  höhere 

Resistenz gegen Doxorubicin hinweist. 

 

 

 

 

___________________________________________________ 

Tabelle 3.6: Mittlere Inhibitorische Konzentrationen (IC50) 

für Doxorubicin 

 Mittelwert ± Standardabweichung aus drei unabhängigen 

Messungen 
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HL-Zelllinie Doxorubicin  

[µg/ml] 

L428                           0,059±0.014 

     L540 CY                           0,01±0.038 

 KMH2                           0.059±0.037 
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Abb. 3.7. Mittlere Inhibitorische Konzentrationen von  HL-

Zelllinien nach 48-stündiger Inkubation mit Doxorubicin 
Zeigt deutliche Unterschiede in der Empfindlichkeit auf 

Doxorubicin. 

Die Abbildung zeigt jeweils den Mittelwert und die 

Standardabweichung von drei unabhängigen Messungen. 
 
 
 
 
 
 
 
 
                   A 
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Abb. 3.8. Proliferationshemmung durch Doxorubicin 

A- KMH2, B- L540CY, C- L428  

Die Änderung der mittleren Vitalitätsrate der HL-Zelllinien 

nach 48-stündiger Inkubation mit Doxorubicin in Abhängigkeit 

von der Konzentration.  

Die HL-Zelllinien wurden mit einer Zelldichte von 25 x 10
5
/ml 

ausgesät und über 48 Stunden mit steigenden Dosen 

Doxorubicin kultiviert. Nach 48 Stunden wurde die Zellvitalität 

mittels XTT-Assay bestimmt. 

 Die Abbildungen zeigen jeweils den Mittelwert und die 

Standardabweichung von drei unabhängigen Messungen. 
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3.4  Proliferationshemmung der Zelllinien unter 

simultaner Einwirkung von Doxorubicin und 

Simvastatin 

 

Es wurde der Einfluss der simultanen Verabreichung von 5 

verschiedenen Simvastatin- und Doxorubicinkonzentrationen 

auf die HL-Zelllinien mit Einwirkzeit von 48 Stunden 

untersucht (siehe Tab.3.7). Dieses Vorgehen wurde gewählt, 

um den „Combination index“ (CI, siehe Kapitel 2.13 

“Statistische Analyse“) der Kombination zu ermitteln und so 

Aussagen über eine antagonistische oder synergistische 

Wirkung der beiden Substanzen treffen zu können. Die 

gewählten Konzentrationen basieren auf den vorherigen IC50-

Experimenten,  
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___________________________________________________ 

Tabelle 3.7: Simultane Verabreichung  von Simvastatin 

und Doxorubicin  bei HL-Zelllinien 

___________________________________________________ 

HL-

Zelllinie 

Doxorubicin + Simvastatin 

[μg/ml] [μmol/l] 

 

 

 

 

KMH2 

0,015 +  2,3 

0,03 + 4,6 

0,06 + 9,2 

0,12 + 18,4 

0,24 +36,8 

 

 

 

L540CY 

0,0025 + 0,2825 

0,005 + 0,565 

0,01+ 1,13 

0,02 +2,26 

0,04 +4,52 
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Die Versuche wurden mit einer Zellzahl von 25x10
5
 Zellen/ml 

durchgeführt, welche nach der Verdünnung der Zellsuspension 

mit 10%FCS angereichertem RPMI 1640 Kulturmedium, 

Doxorubicin- und Simvastatin-Lösungen im Verhältnis 1:3 in 

jeder einzelnen Kavität der Mikrotiterplatte zustande kam. 

 

Die Kombinationsindices (CI) wurden nach der Messung 

mittels Calcusyn Software berechnet (siehe Kapitel 2.13 

“Statistische Analyse“). Diese Berechnung zeigte dass die 

Koinkubation von den HL-Zellen mit den beiden Substanzen 

zu einem konzentrationsabhängigen antagonistischen Effekt 

führte. Dieses Ergebnis konnte deutlich an den beiden 

Zelllinien beobachtet werden. Wie man aus der Tab. 3.8 

entnehmen kann, ist der antagonistische Effekt bei der Zelllinie 

KMH2 stärker ausgeprägt (CI -Werte zwischen 11.7±8.3 und 

2.37±01.1) als bei der Zelllinie L540CY (CI -Werte zwischen 

1.67±0.98 und 1.33±0.70).  

 

 

 

 

 

 

 



Ergebnisse_____________________________________ 

88 

 

___________________________________________________ 

Tabelle 3.8: Kombinationsindices (CI) für die Kombination 

aus Doxorubicin und Simvastatin 

IC50-Werte für Simvastatin (48h): KMH2 =9,20µM; L540CY 

=1,128µM (siehe Tab.3.1). 

IC50-Werte für Doxorubicin (48h): KMH2= 0.059µg/ml; 

L540CY= 0,01 µg/ml (siehe Tab.3.3). Mittelwert ± 

Standardabweichung aus drei unabhängigen Messungen. 

___________________________________________________ 

 

 

Konzentration 

(xIC50) 
L540CY KMH2 

0.25 1.41±0.45 11.7±8.3 

0.5                   1.58±0.7  3.04±1.76 

1 1.67±0.98  4.18±3.63 

2  1.34±0.811 2.37±1.1 

4 1.33±0.70 2.41±0.7 
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Abb. 3.9. Änderung der Kombinationsindices in 

Abhängigkeit von der Konzentration 

A- KMH2, B- L540CY 

Analyse der Messwerte mittels Calcusyn- Software. Die HL-

Zelllinien wurden mit steigenden Dosen Simvastatin und 

Doxorubicin inkubiert und das Zellwachstum wurde nach 48 

Stunden mittels XTT-Assay bestimmt. Zur Analyse der 

Messwerte hinsichtlich 

antagonistischer/additiver/synergistischer Effekte wurde die 

Calcusyn-Software verwendet. CI bezeichnet den 

Synergismus 

Antagonismus 
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Kombinationsindex. CI>1.1 weist auf den antagonistischen 

Effekt hin, wohingegen CI von 1.1 bis 0.9 und CI < 0.9 

entsprechend auf einen additiven und einen synergistischen 

Effekt hinweisen.  

Die Abbildungen zeigen jeweils den Mittelwert und die 

Standardabweichung von drei unabhängigen Messungen. 

 
 

3.5  Proliferationshemmung der Zelllinien unter 

sequentieller Einwirkung von Doxorubicin und 

Simvastatin 

 

Da die simultane Gabe von Doxorubicin und Simvastatin zu 

antagonistischen Ergebnissen zu führen scheint, wurde der 

Einfluss der sequentiellen Gabe von Simvastatin und 

Doxorubicin   auf die  HL-Zelllinien untersucht. Simvastatin 

und Doxorubicin wurden in 5 verschiedenen Konzentrationen 

verabreicht (siehe Tab 3.9).  
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___________________________________________________ 

Tabelle 3.9: Sequentielle Verabreichung  von Simvastatin 

und Doxorubicin  bei HL-Zelllinien  

___________________________________________________ 

HL-Zelllinie 
Doxorubicin + Simvastatin 

   [μg/ml]  [μmol/l] 

 

 

 

 

KMH2 

0,015 + 1,4 

0,03 + 2.8 

0,06 + 5,6 

0,12 +11,2 

 0,24 + 22,4 

 

 

 

L540CY 

0,0025 + 0,32 

0,005 + 0,65 

0,01 +1,3  

0,02 + 2,6 

0,04 +5.2  
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Die Versuche wurden mit einer Zellzahl von 25 x 10
5
 

Zellen/ml durchgeführt, welche nach der Verdünnung der 

Zellen mit 10% FCS angereichertem RPMI 1640 

Kulturmedium mit Zusatz von DMSO, Doxorubicin- und 

Simvastatin-Lösung im Verhältnis 1:3 in jeder einzelnen 

Kavität der Mikrotiterplatte zustande kam. 

 

Die IC50-Werte wurden nicht nur für die simultane Inkubation 

beider Substanzen (siehe Tab. 3.9), sondern auch für die 

sequentielle Inkubation bestimmt. Bei der Präinkubation mit 

Simvastatin für 48 Stunden lagen die Kombinationsindices (CI) 

zwischen 0,622 (±0,49)  und 1.56 (± 0,66) bei der Zelllinie 

L540CY und zwischen  0.75 (±0,15)  und 1.35 (± 0,75) bei der 

Zelllinie KMH2 (siehe Tab.3.10).  

Bei den meisten Konzentrationen wiesen die 

Kombinationsindices auf antagonistische Effekte hin: 1,2 (± 

0,5); 1,1(±0,34); 1,05(±0.62);1,35(±0,75) bei der Zelllinie 

KMH2 und 1.54(±0,92), 1.56(±0,66),  1.33(±0,45), 1.34(±0,41) 

bei der Zelllinie L540CY.  
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___________________________________________________ 

Tabelle 3.10: Kombinationsindices (CI) für die 

Kombination aus Doxorubicin und Simvastatin 

IC50-Werte für Simvastatin (48h): KMH2 =5,63µM; L540CY 

=1,127µM (siehe Tab.3.1). 

IC50-Werte für Doxorubicin (48h): KMH2=0.059µg/ml; 

L540CY=0,01 µg/ml (siehe Tab.3.3). Mittelwert ± 

Standardabweichung aus drei unabhängigen Messungen 

 

 

Konzentration 

(xIC50) 
L540CY KMH2 

0,25 0,62±0,49 1,2± 0,5 

0.5 1,54±0,92 1,1±0,34 

1 1,56±0,66 0,75±0,15 

2 1,33±0,45 1,05±0.62 

4 1,34±0,41 1,35±0,75 
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Abb. 3.10  Änderung der Kombinationsindices in 

Abhängigkeit von den  Pharmakakonzentration 

A- KMH2, B- L540CY 

Die Analyse der Messwerte erfolgte mittels Calcusyn-

Software. Die HL-Zelllinien wurden mit steigenden Dosen 

Simvastatin über 48 Stunden präinkubiert und anschließend 

wurde Doxorubicin dazugegeben und die Zellen wurden mit 

beiden Substanzen über weitere 48 Stunden inkubiert. Das 

Zellwachstum wurde nach 96 Stunden mittels XTT-Assay 

bestimmt. Zur Analyse der Messwerte hinsichtlich 

antagonistischer/ additiver/ synergistischer Effekte wurde die 

Calcusyn-Software verwendet. . CI>1.1 weist auf den 

Antagonismus 

Synergismus 
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antagonistischen Effekt hin, wohingegen CI von 1.1 bis 0.9 und 

CI < 0.9 entsprechend auf einen additiven und einen 

synergistischen Effekthinweisen.  

Die Abbildungen zeigen jeweils den Mittelwert und die 

Standardabweichung von drei unabhängigen Messungen. 
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Abb. 3.11  Die Kombinationsindices ohne und mit 

Präinkubation mit Simvastatin 

A- L540CY, B- KMH2 

Der Vergleich der Kombinationsindices von HL-Zelllinien mit 

und ohne  48-stündiger Präinkubation mit Simvastatin.  

Die HL-Zelllinien wurden mit einer Zelldichte von 25 x 10
5
/ml 

ausgesät. Beim Experiment „mit Präinkubation“ wurden die 

Zellen über 48 Stunden mit steigenden Dosen von Simvastatin 

präinkubiert. Anschließend wurde Doxorubicin dazugegeben 

und die Zellen wurden mit beiden Substanzen über weitere 48 

Stunden inkubiert. Das Zellwachstum wurde nach 96 Stunden 

Antagonismus 

Synergismus 
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mittels XTT-Assay bestimmt. Beim Experiment „ohne 

Präinkubation“ wurden die Zellen mit Simvastatin und 

Doxorubicin (simultane Gabe) in steigenden Kozentrationen 

über 48 Stunden inkubiert. Das Zellwachstum wurde nach 48 

Stunden mittels XTT-Assay bestimmt Die Abbildungen zeigen 

jeweils den Mittelwert und die Standardabweichung von drei 

unabhängigen Messungen. 
 

 

3.6  Proliferationshemmung der Zelllinien unter 

Einwirkung von Doxorubicin und Tipifarnib. 

Es wurde der Einfluss der simultanen Gabe von Tipifarnib und 

Doxorubicin in fünf verschiedenen Konzentrationen auf die 

HL-Zelllinien mit einer Einwirkzeit von 48 Stunden untersucht. 

Auch hier resultieren die gewählten Konzentrationen wieder 

aus vorherigen IC50-Experimenten. 

___________________________________________________

Tabelle 3.11: Simultane Verabreichung  von Tipifarnib und 

Doxorubicin in steigenden Konzentrationen bei HL-

Zelllinien 

___________________________________________________ 
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HL-Zelllinie 
Doxorubicin + Tipifarnib 

[μg/ml] [µM] 

 

 

 

 

KMH2 

0,015 + 0,2 

0,03 + 0,39 

0,06 + 0,78 

0,12 + 1,5 

0,24 +3,125 

 

 

 

L540CY 

0,0025 + 0,03 

0,005 + 0,06 

0,01 + 0,12 

0,02 + 0,24 

0,04 + 0,48 

 

 

L428 

0,04 + 0,1 

0,08 + 0,2 

0,06 + 0,4 

0,32 + 0.8 
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0,64 + 1,6 

 

Die Versuche wurden mit einer Zellzahl von 25x 10
5
 Zellen/ml 

durchgeführt, welche nach der Verdünnung der Zellen mit 10% 

FCS angereichertem RPMI 1640 Kulturmedium mit Zusatz 

von DMSO (0,09 %), Doxorubicin- und Tipifarnib-Lösung  im 

Verhältnis 1:3 in jeder einzelnen Kavität der Mikrotiterplatte 

zustande kam. 

 

Die Berechnung der Kombinationsindices (CI) mittels 

Calcusyn-Software (siehe Kapitel 2.13 Statistische Analyse) 

zeigte,  dass die Koinkubation beider Substanzen in zwei von 

drei untersuchten Zelllinien zu einem 

konzentrationsabhängigen mehr oder weniger ausgeprägten  

synergistischen Effekt (CI<1,1) führte (siehe Tab.3.12). Dieses 

Ergebnis konnte deutlich an den Zelllinien L540CY sowie 

L428 beobachtet werden.  

Bei der Zelllinie KMH2 konnten hingegen ausschließlich 

antagonistische Effekte beobachtet werden: die 

Kombinationsindices liegen zwischen 1,47(±0,57) und  

2,62(±0,86). 

___________________________________________ 

Tabelle 3.12: Kombinationsindices (CI ) für die 

Kombination aus Tipifarnib und  Doxorubicin 
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IC50-Werte für Tipifarnib (48h): KMH2 =0,78µM; L540CY 

=0,123µM; L428=0,44µM (siehe Tab.3.2). IC50-Werte für 

Doxorubicin (48h): KMH2= 0,059µg/ml; L540CY= 0,01 

µg/ml; L428=0,059µg/ml (siehe Tab.3.3). 

Mittelwert ± Standardabweichung aus drei unabhängigen 

Messungen 

___________________________________________________ 

 

Konzentration 

(xIC50) 

 

L428 

 

L540CY 

 

KMH2 

0.125 - - 1,47±0,57 

0.25 13,9±11,2 1,32 ±0,17 1,63± 0,81 

0.5 2,14±1,62 0,76± 0,44 1,53±0,73 

1 0,34±0,18 0,66± 0,31 1,52±0,71 

2 0,26±0,16 0,62± 0,16 1,74±0,50 

4 0,24±0,20 0,62± 0,07 2,62±0,86 

8 - - 1,57±1,67 
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B 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Antagonismus 

Synergismus 
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C 

 

 

Abb. 3.12 Änderung der Kombinationsindices in 

Abhängigkeit von der Konzentration 

A- KMH2, B- L540CY, C- L428 
Die Analyse der Messwerte mittels Calcusyn-Software. Die 

HL-Zelllinien wurden mit steigenden Dosen Tipifarnib und 

Doxorubicin inkubiert und das Zellwachstum wurde nach 48 

Stunden mittels XTT-Assay bestimmt. Zur Analyse der 

Messwerte hinsichtlich antagonistischer/ additiver/ 

synergistischer Effekte wurde die Calcusyn-Software 

verwendet. CI bezeichnet den Kombinationsindex. . CI>1.1 

Antagonismus 

Synergismus 
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weist auf den antagonistischen Effekt hin, wohingegen CI von 

1.1 bis 0.9 und CI < 0.9 entsprechend auf einen additiven und 

einen synergistischen Effekt hinweisen.  

Die Abbildungen zeigen jeweils den Mittelwert und die 

Standardabweichung von drei unabhängigen Messungen. 

 

 

3.7  Auswirkungen von Tipifarnib auf die 

intrazelluläre Doxorubicinkonzentration 

 

Um die mittels XTT-Assay erhaltenen Daten über die additiv-

synergistischen Effekte der Koinkubation von Tipifarnib und 

Doxorubicin näher zu erforschen, wurden 

durchflußzytometrische Untersuchungen am Beispiel der 

Zelllinie L540CY durchgeführt. Hypothese war, dass 

Tipifarnib über die Inhibition von P-Glykoprotein zu einer 

Hemmung der Ausschleusung von Doxorubicin aus der Zelle 

führt und dass dies den Synergismus erklären könnte. Es wurde 

Durchflusszytometrie angewendet, um die Auswirkungen von 

Tipifarnib auf die intrazelluläre Doxorubicinkonzentration zu 

bewerten. Als fluoreszierendes Substrat von MRP/PGP-

Kanälen, diente Doxorubicin als Marker für deren aktive 

Transport-Funktion (Shen et al 2007; Vezmar et al 2000). 

Tipifarnib dagegen weist keine Fluoreszenzeigenschaften auf. 
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Es wurde die mittlere Fluoreszenzintensität von HL-Zellen 

nach Inkubation mit Doxorubicin als alleinigem Pharmakon 

und in Kombination mit Tipifarnib gemessen. Als Kontrolle 

wurden HL-Zellen ohne jeglichen Pharmakazusatz benutzt. 

Im Folgenden zeigen wir, dass Tipifarnib (2µM) zur 

Erhöhung der intrazellulären Konzentration von Doxorubicin 

führt. In der Durchflusszytometrie konnte gezeigt werden, dass 

die mittlere Fluoreszenzintensität nach Koinkubation von HL-

Zellen mit Doxorubicin und Tipifarnib im Vergleich mit der 

alleinigen Inkubation mit Doxorubicin zunahm. Es wurde ein 

signifikanter Unterschied der intrazellilären 

Doxorubicinkonzentration nach Inkubation mit beiden 

Pharmaka (Tipifarnib +Doxorubicin) gegenüber Doxorubcin 

als alleinigem Pharmakon mittels WilcoxonVorzeichen-Rang-

Tests festgestellt (p=0.0024) (Abb. 3.12 und 3.13). Um 

eventuelle direkten Fluoreszenzeffekte von Tipifarnib auf die 

Zellen auszuschließen, wurden zur Kontrolle die Zellen mit 

Tipifarnib als alleinigem Pharmakon inkubiert. 

Erwartungsgemäß stimmte die Fluoreszenz von Tipifarnib mit 

der der Kontrolle überein. Es lässt sich also darauf schließen, 

dass die Fluoreszenzeffekte alleine auf die Fluoreszenz von 

Doxorubicin zurückzuführen sind. 
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___________________________________________________ 

Tabelle 3.13: Mittlere Fluoreszänzintensitäten von HL-

Zellen nach Koinkubation mit Tipifarnib, Doxorubicin und 

deren Kombination. 

___________________________________________________ 

Substanz

/en 

Kontro

lle 

Tipifar

nib 

Doxorubi

cin 

Tipifarnib+Doxoru

bicin 

MFI 6,09 6,39 70,06 90,00 
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Abbildung 3.13:  Doxorubicin-Fluoreszenz in HL-Zellen  

L540CY-Zellen (10
6
/ml) ohne Pharmakazusatz als Kontrolle, 

mit einem Pharmakon (Tipifarnib (2µM) oder Doxorubicin 

(2µM)) und mit den beiden Pharmaka (Tipifarnib 2µM + 

Doxorubicin 2µM) über 4 Stunden im Brutschrank inkubiert 

und danach mit PBS-Puffer mit 0,1% BSA  gewaschen. 

Danach wurde die mittlere Fluoreszenzintensität mittels 

Durchflusszytometrie bestimmt. 

 

 

 

Tipifarnib und Doxorubicin 

Kontrolle 

Doxorubicin 

 

Tipifarnib 

Z
el

lz
ah

l 

Fluoreszenz 
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Abb. 3.14 Akkumulation von Doxorubicinin  in HL-Zellen 

nach kombinierter Tipifarnib+Doxorubicin Inkubation 

HL-Zellen wurden ohne Pharmakazusatz als Kontrolle, mit 

dem Pharmakon Tipifarnib (2µM) oder Doxorubicin (2µM) 

und beiden Pharmaka (Tipifarnib 2µM + Doxorubicin 2µM) 

über 4 Stunden im Brutschrank inkubiert und danach mit PBS-

M
F

I 

 

Kontrolle Tipifarnib 

   2µM 

Doxorubicin 

     2µM 

Tipifarnib + 

Doxorubicin 

2µM+2µM 

 
* 

Doxorubicin+Tipifarnib/ 

Doxorubicin  *p<0,05  
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Puffer mit 0,1% BSA gewaschen. Danach wurde die Mittlere 

Fluoreszensintensität mittels Durchflußzytometrie bestimmt. 

Es wurde ein signifikanter Unterschied der intrazellulären 

Doxorubicinkonzentration nach Inkubation mit beiden 

Pharmaka (Tipifarnib +Doxorubicin) gegenüber Doxorubcin 

als alleinigem Pharmakon mittels WilcoxonVorzeichen-Rang-

Tests festgestellt (p<0,05). Die Abbildung zeigt die Mittelwerte 

und die Standardabweichungen der mittleren 

Fluoreszenzintensitäten (MFI) aus vier unabhängigen 

Messungen. 
 

3.8 Wirkung von Tipifarnib auf murine 

Kardiomyozyten   

 

Eine toxische Tipifarnib-Wirkung auf das Herz wäre im 

Hinblick auf eine mögliche klinische Anwendung in 

Kombination mit Doxorubicin wichtig.Es wurde daher der 

Einfluss von Tipifarnib in 15 verschiedenen Konzentrationen 

auf murine Kardiomyozyten  mit einer Einwirkzeit von 48 

Stunden untersucht.  

___________________________________________________ 

Tabelle 3.14: Verabreichung von steigenden 

Tipifarnibkonzentrationen bei murinen           

Kardiomyozyten 

___________________________________________ 
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Höhere Tipifarnib-

konzentrazionen 

(µM) 

 1,50; 3,12; 6,25; 12,5; 25; 50  

Niedrigere 

Tipifarnib- 

konzentrazionen 

(µM) 

0,003; 0,006; 0,0120; 0,025; 0,05; 0,1; 0,2; 

0,39; 0,78 

 

Die Versuche wurden mit einer Zellzahl von 5 x10
5 

Zellen/ml 

durchgeführt, welche nach der Verdünnung der Zellsuspension 

mit 10% FCS angereichertem RPMI 1640 Kulturmedium mit 

Zusatz von DMSO (0,09 %) und Tipifarnib im Verhältnis 1:1 

in jeder einzelnen Kavität der Mikrotiterplatte zustande kam. 

Um den eventuellen Einfluss von DMSO, in dem Tipifarnib 

gelöst wurde, auf die Zellen auszuschalten, wurde die DMSO–

Konzentration bei allen Verdünnungsstufen und bei der 

Kontrolle gleich gehalten. 

 

Es wurde ebenfalls der Einfluss von Doxorubicin in  8 

verschiedenen Konzentrationen auf murine Kardiomyozyten  

mit einer Einwirkzeit von 48 Stunden untersucht. Hierfür 

wurde Doxorubicin mit RPMI 1640 mit 10% FCS vermischt, 

um entsprechende Zielkonzentrationen herzustellen (siehe 

Tab.3.15). Je 3 mit Kardiomyozyten besäte Wells einer Platte 

wurden mit je 100 μl Doxorubicinlösung  einer  
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Konzentrationsstufe versehen. Die nächsten 3 Wells erhielten 

jeweils eine höhere   Doxorubicinkonzentrationsstufe usw.  

___________________________________________________ 

Tabelle 3.15 Verabreichung von steigenden 

Doxorubicinkonzentrationen bei  murinen 

Kardiomyozyten 
___________________________________________________ 

 

 
0,006 

 
0,0125 

 
0,025 

Doxorubicinkonzentration 

 
0,05 

x 10 
-
³ µg/ml 

0,1 

 
0,2 

 
0,4 

 
0,8 

 

Die Versuche wurden mit einer Zellzahl von 25x10 
5
 Zellen/ml 

durchgeführt, welche nach der Verdünnung der Zellen mit 

10%FCS angereichertem RPMI1640 Kulturmedium im 

Verhältnis 1:1 in jeder einzelnen Kavität der Mikrotiterplatte 

zustande kam. 
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Die Bestimmung der IC50-Werte von Doxorubicin und 

Tipifarnib in murinen Kardiomyozyten erfolgte, ähnlich wie 

bei den HL-Zelllinien, unter Verwendung des XTT Assay 

(siehe Kapitel 2.11). 

Die Abb. 3.15 stellt die Vitalität der Kardiomyozyten für jede 

verwendete Konzentration an Tipifarnib und Doxorubicin dar. 

Dabei nimmt die Vitalität der Kardiomyozyten bereits bei 

kleinsten zugefügten Mengen an Doxorubicin ab: bei 0,006 

ng/ml liegt die Vitalität bei 93,1±16,2% (Abb.3.15). Diese 

Abnahme ist kontinuierlich und rapide, und erreicht die 50%-

Grenze bei Doxorubicinkonzentration von 0,125 ng/ml. 

Die Reduktion der zellulären Lebensfähigkeit unter 

Tipifarnib-Einwirkung hingegen nimmt stufenweise ab, wobei 

der Steigerung der Tipifarnibkonzentration von 0,003 auf  0,05 

µM keine signifikante Reduktion der Vitalität entspricht: 

107,4(±10,1)% bei 0,003µg/ml, 104,6(±13,2)% bei 

0,006µg/ml, 98,7(±10,7)% bei 0,012µg/ml, 96,0(±8,4)% bei 

0,025 µg/ml und schließlich 99,7(±11,6)% bei 0,05 µg/ml. Ab 

einer Tipifarnibkonzentration von 0,1 μM nimmt die Vitalität 

der Kardiomyozyten ab (68±47%) und bleibt fast unverändert 

bis die Tipifarnibkonzentration den Wert von  3,12 µM 
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(79,6±20,7%) erreicht hat: 68(±47%) bei 0,1μM, 81,4(±28)% 

bei 0,2μM, 78,7(±37)% bei 0,34μM, 79,1(±29)% bei 0,78µM, 

81,1(±27)% bei 1,47 μM,79,6(±20)% bei 1,5 μM, 76(±32) bei 

3,12µM. Eine Konzentrationserhöhung von 0,1 auf 3.12 µg/ml  

bringt also keine signifikante Reduktion  der Lebensfähigkeit 

der Kardiomyozyten mit sich. Eine weitere Erhöhung der 

Tipifarnibkonzentration führt zur rapiden Abnahme der 

Vitalität, die bei der Konzentration von 12,5(±2,8) μg/ml die 

50%Grenze unterschreitet. Behandelt mit hohen Dosen von 

Farnesyltransferase-Inhibitor stirbt hierbei mehr als die Hälfte 

der Kardiomyozyten ab. Im therapeutischen Bereich von 0,03 

µg/ml   (Vitalität 98,7±10% )  bis 2 µg/ml (113±18 %) und 

darüber hinaus bis ca. 3μg/ml lässt sich dagegen nur eine 

geringe  Verminderung der Vitalität nachweisen. 

___________________________________________________

Tab. 3.16 Mittlere inhibitorische Konzentrationen (IC50) 

von  Doxorubicin und Tipifarnib bei 48-stündiger 

Inkubation mit murinen Kardiomyozyten.  

Mittelwert ± Standardabweichung aus drei unabhängigen 

Messungen 

___________________________________________________ 
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Substanz 
Mittlere Inhibitorische Konzentration 

(IC50) 

Tipifarnib 10,2±2,8       µM 

Doxorubicin 12,7x10
-5

±10
-6  

µg/ml 

 

Doxorubicin
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Abb. 3.15 Toxizität von Doxorubicin und Tipifarnib in den 

murinen Kardiomyozyten 

Die Änderung der mittleren Vitalitätsrate von Kardiomyozyten 

nach 48- stündiger Inkubation mit Doxorubicin  oder Tipifarnib 

in Abhängigkeit von der Konzentration.  

Die murinen Kardiomyozyten wurden mit einer Zelldichte von 

5 x 10
5
/ml ausgesät und über 48 Stunden mit steigenden Dosen 

von Doxorubicin oder Tipifarnib kultiviert. Nach 48 Stunden 

wurde die Zellvitalität mittels XTT-Assay bestimmt. 

Die Abbildung zeigt jeweils den Mittelwert und die 

Standardabweichung von drei unabhängigen Messungen. 
 

Tipifarnib 
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Beim Vergleich der Tipifarnibtoxizität in den Kardiomyozyten 

und in den HL-Zellen (siehe   Kapitel 3.2) kann festgestellt 

werden, dass die mittlere inhibitorische Konzentration von 

Tipifarnib in den HL-Zellen fast das 25-fache (0,44±0,12µM) 

des Wertes von Tipifarnib in den Kardiomyozyten 

(10,2±2,8µM) beträgt.  

Das Tipifarnib führt also bei den therapeutischen 

Konzentrationen in Kardiomyozyten nur zur geringen 

Reduktion der zellulären Lebensfähigkeit und zeigt gleichzeitig 

eine starke Toxizität in den HL-Zellen bereits bei niedrigen 

und sehr niedrigen Konzentrationen. 

___________________________________________________ 

Tab. 3.17 Mittlere inhibitorische Konzentrationen (IC50)  

für Tipifarnib bei 48-stündiger Inkubation mit murinen 

Kardiomyozyten und  HL-Zellen (L428) 

Mittelwert ± Standardabweichung aus drei unabhängigen 

Messungen. 

___________________________________________________ 
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Zelltyp 

 

Tipifarnib (48h) 

µM 

HL-Zellen (L428) 0,44 ± 0,12 

murine 

Kardiomyozyten 

10,2±2,8        
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Abb.3.16 Toxizität von Tipifarnib in HL-Zellen und 

Kardiomyozyten 

Die Änderungen  der mittleren Vitalitätsrate von 

Kardiomyozyten und HL-Zellen nach 48-stündiger Inkubation 

mit Tipifarnib in Abhängigkeit von der Konzentration.  

Die murinen Kardiomyozyten (Zelldichte 5x10
5
/ml) und die 

HL-Zellen (Zelldichte 25x10
5
/ml) wurden über 48 Stunden mit 

steigenden Dosen Tipifarnib kultiviert. Nach 48 Stunden wurde 

die Zellvitalität mittels XTT-Assay bestimmt. 

 Die Abbildung zeigt jeweils den Mittelwert und die 

Standardabweichung von drei unabhängigen Messungen. 
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4.Diskussion 
 

 

4.1 Zusammenfassung der wichtigsten 

Ergebnisse: 
 

 

    1.   In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass Simvastatin 

die Proliferation der HL-Zelllinien L540CY, 

KMH2 und L428 konzentrations- und 

zeitabhängig hemmt.  

    2.   Eine weitere Substanz, die zur 

konzentrationsabhängigen 

Proliferationshemmung der HL-Zelllinien 

L540CY, KMH2 und L428 führte ist der 

Farnesyltransferase-Inhibitor Tipifarnib. 

 3.  Des Weiteren wurden die Kombinatinseffekte von 

beiden oben genannten Substanzen mit dem 

Eckpfeiler der heutigen HL-Therapie Doxorubicin 

erforscht. Dabei konnten wir feststellten, dass die 

Koinkubation von Doxorubicin mit Simvastatin 

fast ausschließlich zu antagonistischen 

Kombinationseffekten führte. Die 

Kombinationseffekte im Falle der Koinkubation 
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von HL-Zelllinien mit Doxorubicin und 

Tipifarnib variirten vom antagonistischen über 

additiven zum synergistischen Effekt. Diese 

Unterschiede rührten von der Zelllinie und 

gewählten Pharmakakonzentration her. 

4    Tipifarnib führt in therapeutischen 

Konzentrationen in Kardiomyozyten nur zur 

geringen Reduktion der zellulären 

Lebensfähigkeit und zeigt gleichzeitig eine starke 

Toxizität in den HL-Zelllinien bereits bei 

niedrigen Konzentrationen. 

 

4.2  Proliferationshemmung von HL-

Zelllinien durch Simvastatin 

 In dieser Arbeit wurde die antiproliferative Wirkung 

von Simvastatin auf HL-Zelllinien gezeigt. Es stellte 

sich heraus, dass diese Wirkung sowohl dosis- als 

auch zeitabhängig ist, wobei der IC50-Wert sich von 

Zelllinie zu Zelllinie wesentlich unterscheidet. Dabei 

stellte sich heraus, dass die Zelllinie L540 (IC50-

Wert bei 1,128µM) am empfindlichsten und die 
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Zelllinien KMH2 (IC50-Wert bei 9,20µM) am 

resistentesten ist. Des Weiteren wurde die zeitliche 

Entwicklung des inhibitorischen Effektes von 

Simvastatin auf die HL-Zelllinien erforscht. Es 

zeigte sich, dass sich die Zelllinien mit der 

Verdoppelung der Inkubationszeit (96 v.48 Stunden) 

different verhalten. Während sich der IC50-Wert bei 

der Zelllinie KMH2 bei längerer Inkubationszeit 

halbierte (5,6µM vs. 9,20µM), bleib sie bei der 

Zelllinie L540 CY unverändert (1,128µM vs. 

1,127µM). Die zytotoxische Wirkung von Statinen 

in mehreren soliden Tumoren, solchen wie 

Melanom, Colon- und  Prostatakarzinom wurde 

bereits gut  beschrieben (Heimpel et al 1996). Auch 

in hämatologischen Neoplasien vor allem in den 

chronischen und akuten Leukämien (Clutterbuck et 

al 1998, Vitols et al 1997), NHL und Ebstein-Barr-

Virus-Lymphomen zeigt Simvastatin starke 

zytotoxische Wirkung (van de Donk et al. 2003; 

Cohen et al 2005). Jedoch benötigt dieser Effekt mit 

wenigen Ausnahmen höhere Simvastatin-

Konzentrationen von 5-400 µM (van de Donk et al 
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2003; Katano et al; Vitols et al 1997; Clutterbuck et 

al 1998). Klinische Studien haben gezeigt, dass der 

Plasmaspiegel von Statinen bei hohen Dosen Werte 

im Bereich von 2µM erreichen kann (Thibault et al 

1996; Holstein et al 2006) und dabei zu keiner 

schweren Medikamententoxizität bei Patienten führt 

(Wong et al 2002). Für das Erreichen einer starken 

antiproliferativen Wirkung auch in vivo auf KMH2-

Zelllinie wären höhere, klinisch wenig relevante 

Simvastatinkonzentrationen nötig (IC50 von KMH2-

Zelllinie liegt bei 9,20µM). Für die Zelllinie 

L540CY dagegen würden auch bedeutend niedrigere 

Konzentrationen von Simvastatin ausreichen (IC 50 

von L540CY-Zelllinie liegt bei 1,128µM) um eine 

starke zytotoxische Wirkung in vivo zu erreichen. 

Dies weist auf die potentielle antiproliferative 

Wirkung auch in vivo hin. 

Die insgesamt wenigen Berichte über die Wirkung 

von CoA-Reduktase-Inhibitoren   in HL (von 

Tresckow et al 2007) liegen im Einklang mit den 

hier angeführten Ergebnissen. Als Mechanismus für 

die antiproliferative Wirkung von CoA-Reduktase-
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Inhibitoren   in Lymphomen wurde von mehreren 

Autoren unter anderem die Hemmung von Protein-

Geranylgeranylierung und Caspase-3-Aktivierung 

vermutet (van de Donk et al 2003 , von Tresckow et 

al 2007). 

 

4.3  Proliferationshemmung von HL-

Zelllinien durch Tipifarnib 

Tipifarnib ist ein Farnesyltransferase-Hemmer, der 

über ein ausgezeichnetes Nebenwirkungs-Profil und 

Aktivität sowohl bei vielen soliden neoplastischen 

Zelllinien (End et al 2001; Piccart-Gebhart 

2001;Wärnberg et al 2006) als auch bei 

hämatologischen Neoplasien verfügt (Epling-

Burnette PK et al 2001; Zimmerman et al 2004). Am 

besten erforscht sind AML und MDS, weiterhin 

liegen Daten zur Aktivität bei Lymphomen vor 

(Kenneth and Field 2008; Lancet et al 2007;Feldman 

2005; Witzig at al 2011). In letzterer Studie wurden 

auch einige wenige Hodgkin-Lymphom-Patienten 

behandelt. 
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In unserer Studie variierten in vitro die mittleren 

inhibitorischen Konzentrationen für einzelne 

Zelllinien stark und betrugen für die sensibelste 

Zelllinie L540CY 0,123  µM und für die 

resistenteste Zelllinie KMH2 fast das 10-fache davon 

nämlich 0,92 µM. Der IC50 Wert von der Zelllinie 

L428 betrug 0,44 µM.  

Die Plasmakonzentration von 0,1 µM wird schon bei 

mittelhohen Dosen von Tipifarnib z.B. 200 mg 

zweimal am Tag (Awada et al 2007) erreicht. Bei 

höheren Dosen bzw. Eskalation können 

Plasmakonzentrationen bis zu 8µM erreicht werden 

(Kirschbaum et al 2011). Das weist auf eine 

potentielle klinische Bedeutung von Tipifarnib biem 

Hodgkin Lymphom hin. Dieses Ergebnis steht im 

Einklang sowohl mit der Studie von Kenneth A Field 

(Kenneth and Field et al 2008) als auch mit der 

Studie von Witzig (Witzig et al 2011), in der die 

klinische Aktivität von Tipifarnib in Lymphomen 

(unter anderem bei HL) untersucht wurde. Die 

Gesamtresponderrate lag bei 21%: von 19 HL 

Patienten hatten vier eine komplette oder partielle 
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Remission. Die mittlere Ansprechsdauer betrug 7,2 

Monate. 

Da Tipifarnib eine hohe Aktivität in einer Gruppe 

von HL-Zelllinien zeigt, sollten weitere 

klinische Studien mit Tipifarnib bei rezidiviertem 

bzw. refraktärem HL erfolgen. 

 

4.4 Proliferationshemmung von 

Zelllinien mit einer Kombination von 

Simvastatin oder Tipifarnib mit dem 

konventionellem Chemotherapeutikum 

Doxorubicin 

 

   4.4.1 . Proliferationshemmung von HL-

Zelllinien durch Doxorubicin 

 

           Erwartungsgemäß und im Einklang mit der 

heutigen Wissenschaftslage aus zahlreichen 

Studien war das Anthracyclin Doxorubicin in allen 

HL-Zelllinien zytotoxisch, wobei auch hier die 

Sensibilität der einzelnen Zelllinien gegenüber der 
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Substanz variierte. Die ermittelten IC-50-

Konzentrationen lagen zwischen 0,01 µg/ml bei 

der sensibelsten Zellllinie L540CY und 0,059 

µg/ml bei den beiden weniger sensiblen Zelllinien 

KMH2 und L428. 

        Diese Daten stehen im Einklang mit den Studien 

über die Doxorubicinaktivität in HL-Zelllinien und 

entsprechen den therapeutischen Doxorubicin 

Plasmakonzentrationen in vivo: von 10nM bis 

ca.10µM (Raymond et al 1983). 

 

       4.4.2. Überwiegend antagonistische 

Effekte bei der Koinkubation von HL-

Zelllinien mit  Doxorubicin und 

Simvastatin 

Sowohl bei simultaner als auch bei sequenzieller 

Koinkubation von Simvastatin und Doxorubicin 

mit den HL-Zelllinien überwogen klar die 

antagonistischen Effekte. 

 Bei den Versuchen ohne Präinkubation mit 

Simvastatin lagen die Kombinationsindices bei 
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sämtlichen Konzentrationen über 1. Dies weist auf 

antagonistischen Effekte hin. Dabei liegen die CI-

Werte bei der Zelllinie KMH2 insgesamt auf 

einem höheren Niveau und sind 

konzentrationsabhängig: Je niedriger die 

Pharmakakonzentrationen sind, desto ausgeprägter 

sind die antagonistischen Effekte. Bei der Zelllinie 

L540CY hingegen blieb der CI-Wert relativ stabil  

und auf einem insgesamt niedrigeren Niveau (siehe 

Abb.3.10). 

  Bei den Versuchen mit  einer Präinkubation 

von HL-Zellen über 48 Stunden mit Simvastatin  

überwogen zwar nach wie vor in den beiden 

Zelllinien die antagonistischen Effekte, diese 

waren jedoch weniger ausgeprägt (Abb.3.11). 

In der Literatur gibt es Indizien hinsichtlich 

synergistischer Kombinationseffekte von einigen 

CoA-Reduktasehemmern mit Chemotherapeutika: 

Cerivastatin und Doxorubicin in Myelomzellen 

(Cafforio et al 2005), Lovastatin und 5-

Fluorouracil /Cisplatin (Agarwal et al.1999), 

Fluvastatin und Gemcitabin in 
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Pankreaskarzinomzellen (Bocci et al.2005; Fritz et 

al 2009). Dies ist allerdings die erste Studie über 

die Kombinationseffekte von Simvastatin und 

Doxorubicin in HL-Zelllinien. 

 

4.4.3. Additiv-synergistische Effekte bei 

Koinkubation von HL-Zelllinien mit  

Tipifarnib und Doxorubicin 

 

 Nach unserem Kenntnisstand ist das die erste Studie 

über Kombinationseffekte zwischen dem FTI 

Tipifarnib und dem Anthracyclin Doxorubicin bei 

HL. 

In dieser Studie haben wir in-vitro Effekte 

auf HL-Zelllinien nach Koinkubation mit Tipifarnib 

und Doxorubicin erforscht. Bei der Koinkubation 

mit den beiden  Substanzen zeigten  sich im XTT-

Assay hoch synergistische Effekte in zwei von drei 

untersuchten Zelllinien in klinisch relevanten 

Konzentrationen. Lediglich bei niedrigen, klinisch 

meist irrelevanten Konzentrationen zeigen sich in 

den beiden Zelllinien  antagonistische Effekte: bei 
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0,25xIC50 lag der Kombinationsindex für  die 

Zelllinie L540CY bei 1,32 und bei der Zelllinie 

L428 lag der CI-Wert bei  0,25xIC50 bei 13.9 und 

bei 0,5xIC50 bei 2,14.  Bei Steigerung der 

Konzentrationen konnte man einen Übergang zum 

synergistischen Effekt beobachten: bei L540CY: 

0,76(±0,44) -> 0,66(±0,310) –> 0,62(±0,16) -> 

0,62(± 0,07) und bei L428: 0,34(±0,18) -> 

0,26(±0,16) ->  0,24(±0,20). 

Bei der Zelllinie KMH2 konnten hingegen 

ausschließlich antagonistische Effekte beobachtet 

werden: die Kombinationsindices liegen zwischen 

1,47 und 2,62. Dies könnte möglicherweise an 

anderen biologische Eigenschaften dieser Zellinie 

liegen. Bei den KMH2 Zellen musste ein im 

Vergleich zum vorher bestimmten korrigierter IC50-

Wert angewendet werden (0,78 statt 0,92 siehe Tab 

3.11 und 3.4). Dies könnte an der hohen 

Standardabweichung bei dem Initialversuch liegen: 

0,92 ±0,57. 

Durch die darauffolgenden 

durchflußzytometrischen Untersuchungen wurden 
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die aus dem XTT-Assay stammenden Daten über die 

synergistischen Effekte von beiden Subtanzen 

bestätigt: In der Durchflusszytometrie konnte gezeigt 

werden, dass die mittlere Fluoreszenzintensität nach 

Koinkubation  von HL-Zellen mit Doxorubicin und  

Tipifarnib  im Vergleich zur Inkubation mit 

Doxorubicin als alleinigem Pharmakon zunahm 

(Abb. 3.12 und 3.13). Dies legt nahe, dass Tipifarnib 

seine Effekte indirekt über Erhöhung der 

intrazellulären Konzentration von Doxorubicin 

ausübt. 

 Die Tipifarnib-Einwirkung scheint also bei 

HL einen dualen Mechanismus zu haben: Eine 

potente Zytotoxizität in der Monotherapie und als 

Chemosensitizer, welches zu einem Synergismus mit 

Doxorubicin führt. Der Plasmaspiegel von beiden 

Medikamenten bei Krebspatienten entspricht dem 

Bereich in dem hochsynergistische Effekte 

beobachtet wurden (Raymond et al 1983; Awada et 

al 2007; Kirschbaum et al 2011). 

   Die Daten über die Zytotoxizität von 

Tipifarnib stimmen generell mit den Daten aus einer 
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früher veröffentlichen klinischen Studien überein 

(Witzig et al 2011). Sie legen nahe, dass Tipifarnib 

in der Monotherapie ein potentieller Wirkstoff in der 

Behandlung des HL ist. Zu seinen Vorzügen zählt 

ein sehr günstiges Nebenwirkungsprofil (Wong et al 

2002). Die Entwicklung von neuen Therapien unter 

Einbeziehung von Tipifarnib könnte also zur 

Verbesserung der Prognose von HL- Patienten 

führen, ohne dass gefährliche oder lebensbedrohliche 

Nebenwirkungen signifikant zunehmen. 

Die Messung der intrazellulären 

Doxorubicinkonzentration mittels 

Durchflusszytometrie zeigte einen signifikanten 

Anstieg der intrazellulären 

Doxorubicinkonzentration in Anwesenheit von 

Tipifarnib. Dieses Ergebnis lässt annehmen, dass 

synergistische Effekte über eine Tipifarnib-

assoziierte Reduktion von Doxorubicin—Efflux 

zustande kommen. Bekanntlich verfügen FTIs 

sowohl über PGP- als auch über MDR-hemmende 

Eigenschaften (Medeiros et al 2007; Wang et al 

2001; Wang et al 2003). Der Nachweis, dass Efflux-
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Pumpen- insbesondere PGP und MRP 1 und 2  - eine 

bedeutende Rolle in der klinischen 

Zytostatikaresistenz spielen, hat die Einführung von 

verschiedenen PGP-Inhibitoren im klinischen 

Bereich angeregt (Mross K, et al 1993; Jun Wu1et al 

2007; Volm M et al 1998; Merlin et al 2000; 

Sehested M  et al 1998; Thomas H et al 2003). 

Neuere Studien demonstrieren die Wirksamkeit der 

neoadjuvanten Therapie aus Tipifarnib in 

Kombination mit Doxorubicin und 

Cyclophosphamid bei Mamma-Karzinom (Sparano 

et al 2009) und in Kombination mit 

herkömmlicher Induktions-und 

Konsolidierungstherapie bei myeloischer Leukämie 

(Brandwein et al 2009). Damit stimmen unsere 

Ergebnisse über die Verstärkung von Anthracyclin-

Toxizität von Tipifarnib generell mit den oben 

erwähnten Ergebnissen überein. Die Mechanismen, 

durch die das Tipifarnib zur Erhöhung der 

intrazellulärer Doxorubicinkonzentration führt, 

bleiben bis jetzt unbekannt. Da FTIs über MRPs-

hemmende Eigenschaften verfügen (Wang et al 
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2003) vermuten wir als Synergie-Mechanismus eine 

Blockierung von MDR-Kanälen, die für die 

Doxorubicin-Resistenz mitverantwortlich sind:  PGP 

oder MRPs. Diese Hypothese steht im Einklang mit 

der Studie über die durch Tipifarnib induzierte 

Hemmung des PGP-vermittelten Daunorubicin-

Effluxes in zwei humanen Leukämie-Zelllinien 

(Medeiros et al 2007).  

  In der Zukunft wäre eine Überprüfung 

der Hypothese über die Hemmung von 

Medikamenten- Transportern sinnvoll. Zum 

gegenwärtigen Zeitpunkt wird Tipifarnib in Multi-

Agenzien-Studien bei mehreren Erkrankungen 

untersucht. 

4.5 Toxizität von  Tipifarnib in murinen 

Kardiomyozyten 

In der vorliegenden Studie haben wir die Toxizität 

von Tipifarnib in murinen Kardiomyozyten 

untersucht und sie mit der von Doxorubicin 

verglichen. Hintergrund ist ein möglicher 
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kombinierter klinischer Einsatz von Tipifarnib und 

Doxorubicin. 

 In niedrigen klinisch relevanten 

Konzentrationen von Tipifarnib (0,003 bis 0,05,µM) 

zeigten die Kardiomyozyten  keine signifikante 

Reduktion der Vitalität. Im mittleren therapeutischen 

Bereich (0,1 bis 3,12 µM) zeigte sich eine Reduktion 

der Vitalität von ca. 25 %. Dieser mittlere 

therapeutische Bereich ist von Interesse, da  hier 

synergistische Effekte mit Doxorubicin in HL-Zellen 

bestehen (siehe Tab.3.6). Die mittlere inhibitorische 

Konzentration von Tipifarnib in murinen 

Kardiomyozyten beträgt ca. das 50x10
6
-fache (10,2 

µM) des Wertes von Doxorubicin (12,7x10
-5

 µg/ml).  

Im nächsten Schritt haben wir die Toxizität 

von Tipifarnib in Kardiomyozyten mit dessen 

Toxizität in HL-Zellen verglichen. Dabei hat sich 

herausgestellt, dass der IC-Wert von Tipifarnib in 

den HL-Zellen ca. das 25-fache (0,44 µM) des IC-

Wertes in den  

Kardiomyozyten (10,2 µM) beträgt. Tipifarnib führt 

bei therapeutischen Konzentrationen in 
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Kardiomyozyten nur zur geringen Reduktion der 

zellulären Lebensfähigkeit. Dabei zeigt es in den 

HL-Zelllinien sowohl eine starke Toxizität in der 

Monotherapie als auch ausgeprägte synergistische 

Effekte in Kombination mit Doxorubicin bereits bei 

niedrigen Konzentrationen.  

Doxorubicin-induzierte Kardiotoxizität ist 

das größte Hindernis für seine therapeutische 

Verwendung in der Krebs-Chemotherapie (Minotti 

et al., 2004). Zahlreiche Kombinationspartner 

wurden erforscht, um die Kardiotoxizität von 

Doxorubicin einzuschränken. Das einzige 

Medikament, das zurzeit von der Food and Drug 

Administration dafür zugelassen wurde, ist 

Dexrazoxan. Doch eine kombinierte Verwendung 

mit Doxorubicin wurde aufgrund seines negativen 

Effekts auf die Anti-Tumor-Wirksamkeit von 

Doxorubicin begrenzt (Tebbi et al., 2007). Ein 

weiterer Ansatz wäre das Doxorubicin in den 

standardmäßig eingesetzten Chemotherapieschemata 

ganz zu ersetzen. Pixantrone (BBR2778) ist ein 

neuartiges Anthracyclinderivat, welches sowohl in 
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präklinischen als auch in klinischen Studien eine 

deutlich geringere Kardiotoxizität und bessere 

antineoplastische Aktivität als die alternativen 

Anthrazykline zeigte.  Phase-III- Studien von 

Pixantrone wurden abgeschlossen (Pettengellet al 

2012; Cabanillas F; Engert et al 2006) und das 

Medikament erhielt von der European Medicines 

Agency eine bedingte Zulassung für die 

Monotherapie bei rezidivierenden/ refraktären 

aggressiven Non-Hodgkin-Lymphomen. Hinweise 

über eine antineoplastische Aktivität von Pixantrone 

bei HL fehlen bis jetzt. 

 Unserer Meinung nach könnte das FTI 

Tipifarnib in HL zu einem Kombinationspartner von 

Doxorubicin werden. Um den Einsatz von Tipifarnib 

als Kombinationstherapie mit klassischen 

Zytostatika bei HL zu bewerten, sind weitere Studien 

erforderlich. 

Für die Zukunft wäre es 

interessant Tierversuche unter Troponin-Screening 

mit Doxorubicin und Tipifarnib durchzuführen, um 

die synergistischen Effekte auch in vivo zu 

http://en.wikipedia.org/wiki/Clinical_trial#Phase_III
http://en.wikipedia.org/wiki/Clinical_trial#Phase_III
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cabanillas%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22652184
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bestätigen und das Absterben von Kardiomyozyten 

indirekt zu quantifizieren.
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5. Zusammenfassung 

 

Heute basiert die HL-Therapie auf 

Chemotherapeutika. Doxorubicin ist ein effektives, 

aber auch toxische Medikament der Standard HL-

Polychemotherapie. Vor allem wegen der 

Kardiotoxizität muss der Einsatz von Doxorubicin 

häufig limitiert werden. Ein weiters Problem der 

aktuellen Chemotherapieregime ist die Multidrug 

Resistenz. Zu den Zielen dieser Arbeit zählen die 

Entwicklung neuer Therapiekonzepte mit 

alternativen, beim HL bisher nicht eingesetzten 

Substanzen und Kombinationen. Aus ethischen 

Gründen müssen vor Tierversuchen und ersten Phase 

I Studien bei Patienten in einem in vitro-Modell erste 

Wirksamkeitsprüfungen unternommen werden. 

Es wurde die zytotoxische Wirkung des FTI 

Tipifarnib und des CoAReduktasehemmers 

Simvastatin auf HL-Zelllinien evaluiert. Darüber 

hinaus wurden die Kombinationseffekte von diesen 

Pharmaka mit Doxorubicin erforscht. 



Zusammenfassungfassung_____________________ 

141 

 

Es wurde gezeigt, dass sowohl  Tipifarnib als 

auch Simvastatin alleinige zytotoxische Aktivität in 

den HL-Zelllinien entwickeln. Die Koinkubation von 

HL-Zellen mit Simvastatin und Doxorubicin führt zu 

antagonistischen Effekten. Die Koinkubation von 

Tipifarnib und Doxorubicin führt überwiegend zu 

synergistischen Effekten. Tipifarnib erhöht in 

klinisch relevanten Konzentrationen die 

intrazelluläre Doxorubicin-Konzentration. Folglich 

sollte der Einsatz von Tipifarnib dazu führen, die 

Doxorubicin –Dosis zu verringern  und dadurch 

seine akute und langfristige Toxizitätpositiv zu 

beeinflüssen.  

Tipifarnib könnte als Chemosensitizer in 

Kombinationstherapie für Patienten mit refraktärer 

Erkrankung eingesetzt werden. Weitere Studien sind 

notwendig um die Wirksamkeit und Toxizität dieser 

neuartigen Kombination zu untersuchen.
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