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1 Einleitung

Maligne Erkrankungen stellen nach den Erkrankungen des Herz-Kreislauf- Systems die zweit-
héufigste Todesursadche in West-Europa dar (Gause @ a. 199]). Ihre Therapieist ein zentrales
Thema der Medizin. Ein grofes Problem ist dabel die zu beobadhtende Entwicklung von
Therapieresistenzen. Neben einer hohen rettrlichen Unempfindlichkeit von Tumorzellen
gegenuber Chemotherapeutika, als Primarresistenz bezeichnet, werden Sekundirresistenzen
als erworbene Form der Resistenz beobadtet, bei der sich de malignen Zellen wahrend der
Therapie anpasen und ddurch Uberleben: Bel zunadhst erfolgreicher Erstbehandung mit
Remisgon des Tumors kommt es nach einer Latenzzeit zu therapierefraktéren Rezidiven. Zu
finden sind dese Sekundirresistenzen besonders haufig bei kleinzelligen Bronchialtumoren,

Leuk&mien undeinigen Brust- und Ovariatumoren (Erttmann 1989.

Einige wichtige Beispiele verschiedener maligner Resistenzmedanismen sind:

» Verdnderung von Zielenzymen. Fuhrt zu einer geringeren Affinitét und Wirkung des Che-
motherapeutikums auf die Zelle. Beispiel: Anderungen der Dihydrofol saurereduktase unter
Methotrexatbehandlung (Galivan 1981 Frei et al. 1984.

» Steigerung der Reperaturgeschwindigkeit der Zelle bei aufgetretenen DNA-Schaden. Ge-
zeigt wurde dies bei Schadigungen der DNA durch Mitomycin (Willson et a. 1989,
Cisplatin (Seeber et a. 1982, Teicher et . 1987 und Adriamycin (Zijl stra @ al. 1987%.

* Vermehrter Auswartstransport von Chemotherapeutika aus der Zelle. Das P-Glykoprotein
als ein membranstandiges ATP-abhéngiges Tunrelprotein verursadit eine Kreuzresistenz
gegen strukturell unterschiedliche Chemotherapeutika (Kartner et al. 1983, Hamada and
Tsuruo 1988§.

* Verminderung des aktiven Influx eines Chemotherapeutikumsin de Zelle. Beschrieben fir
Methotrexat (Frel et al. 1984 und Cisplatin (Richonet al. 1987).

e ErhOhurg der Aktivitaét der Gluthation-S-Transferase. Konjugation von Alkylanzien,
Mitoxantron und Cyclophasphamid mit nadhfolgender Ausschleusung aus der Zelle be-
wirkt eine schnelle intrazelluldre Zytostatikainaktivierung (Wolf et a. 1986,Dulik et al.
1986,McGown et a. 1986,Deffie ¢ al. 1989.
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* Verminderung der Aktivitdt der Topasomerase-Il. Dies fuhrt zu verminderten Genreplika-
tionen und Zell diff erenzierungsprozessen, so dal? weniger Doppelstrangbriiche entstehen
(Dankset a. 1987,Reichle @ a. 199)).

e Verminderte Aktivierung von Zytostatika in der Zelle. Eine verminderte enzymatische
Umwandung von 1-3-D-Arabinofuranosylcytosin zu einem zytotoxischen Metabadliten
konnte bel akuten Leukdmien nachgewiesen werden (Kees et al. 1989.

» Exozytose von in Vesikeln akkumulierten Chemotherapeutika aus der Zelle. Beschrieben
ist eine Akkumulation von Chemotherapeutika in zelleigene Vesikel mit nadchfolgender
mikrotubuiabhdngiger Exozytose (Dietel et al. 1990Q.

e Verminderung der intrazell uléren Daunarubicinakkumulation duch neue energieabhéngige
Exportprozesse. Hedley et al. beschreiben 1997 einen neuen, vam P-Glykoprotein ab-

grenzbaren, Auswaértstransport von Daunarubicin aus Zellen.

Die ,,Multidrug-Resistenz“ (MDR) ist ein in-vitro Modell fur klinisch zu beobadchtende The-
rapieresistenzen maligner Erkrankungen. Juliano undLing konrnten 1976eine Korrelation der
Expresson eines Glykoproteins auf der Zelloberflache mit einer teilweisen oder auch kom-
pletten Aufheburng der Sensitivitét maligner Zellen gegentiber strukturell unterschiedlichen
Therapiesubstanzen nachweisen. Dieses 170-180 KD grole P-Glykoprotein (P = Permease) ist
dimer strukturiert und et eine Gesamtlange von 1280Aminosduren. Beide Untereinheiten
besitzen jewells eine im Zytoplasma der Zell e lokalisierte Bindurgsdelle fir ATP und sechs
transmembrandre Doméanen. Vermutlich ergibt sich nach der Bindurg der beiden Molekil-
strukturen aneinander ein in de Zellmembran integriertes Tunnelprotein (Kartner et al. 1983,
Juranka d al. 1989. Hinweise auf die Funktion des Glykoproteins brachte die Beobadtung
der herabgesetzten intrazellularen Akkumulation fur Anthrazykline, VincaAlkaoide und
Epipodoplyll otoxine. Aber auch andere Substanzen wie z.B. Cortison, Dexamethason, Al-
dosteron, Proteine, Zucker-Polymere und lonen werden Uber das P-Gp transportiert (Ueda &
al. 1992, uranka & a. 1989. Eine demische Veranderung von Daunaubicin zu
4-demethoxy-Daunarubicin fihrt hingegen dazu, dald dese Substanz nicht mehr aus der Zelle
transportiert werden kann (Hedley et al. 1997.

Vergleiche der Molekularstrukturen lassen Ahnlichkeiten des P-Glykoproteins zu anderen
bakteriellen Tunrelproteinen wie z.B. dem Chloroquin-Resistenz verursachenden Transport-
protein von Plasmodium falciparum, dem Ubertrager der Malaria tropica (Foote d al. 1990,
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und zum Hamolysin Transportprotein (hyl B) aus E. coli erkennen (Gerlach et al. 1986.
Nadhweise des P-Glykoproteins auf humanen Geweben, meist mit immunhstochemischen
Methoden durchgefuhrt, konrten das Protein in Niere und Nebenniere (Fojo et a. 1987,
Leber, Pankreas, Colon, Jgunum (Thiebaut et al. 1987 undauf Endahelzellen der Blut-Hirn-
Schranke (Sugawara @ a. 1988, Thiebaut et al. 1989 aufzeigen. Im Uterus der Maus wurde
eine durch Graviditét hervorgerufene starke Induktion des P-Glykoprotein koderenden mdrl-
Gens festgestellt (Arcead et al. 1989. Die Expresson auf der meist lumenwaérts gerichteten
Oberfladche der Epithelien konrte @n Hinweis auf eine physiologische Beteiligung bei der
Sekretion von Stoffwedhselprodukten und ratirlich toxischen Substanzen ua. in Galle, Urin
und drekt in das Lumen des Gastrointestinaltraktes sin (Thiebaut et al. 1987. Klinische
Bedeutung erhielt das P-Gp 170 duch de Unempfindichkeit von P-Gp-paositiven Zellen
gegentber mehreren gebrauchlichen Chemotherapeutika. Beschrieben sind hote Resistenz-
grade gegeniber VincaAlkaloiden, Anthrazyklinen, Actinomycin D, Colchicin und
Bleomycin (Kartner et al. 1983,Nielsen et al. 1992. Eine Moglichkeit zur Uberwindurg der
Multidrug-Resistenz ergibt sich duch den Einsatz von sogenannten ,, Chemosensiti zern®. lhre
genaue Wirkungsweise in Bezug auf das P-Glykoprotein ist nicht bekannt. Gemeinsamkeit
besteht jedoch in der Erh6hurg der Empfindlichkeit der resistenten Tumorzell en.

Zu der chemisch heterogenen Gruppe von Chemosensiti zern gehdren:

» CaAntagonisten, z.B. Verapamil (Tsuruoet a. 1989

e Kamodudin Inhibitoren, z.B. Phenatiazine (Tsuruo et a. 1982

» Ciclosporin (Cyclosporin A) (Twentyman et al. 1990, 199

» Dihydropyridinderivate, z.B. Dexniguldipin (Reymannet al. 1993

» Antiostrogene, z.B. Tamoxifen, RU486 (Grud et a. 1999.

Klinische Studien zur Uberwindurg von P-Gp bedingten Tumorresistenzen wurden bei-
spielsweise mit Ciclosporin und Verapamil durchgefiihrt. Ein Nadtell beim Einsatz dieser
beiden Chemosensiti zer ergab sich aus den dasislimiti erenden Nebenwirkungen (Dalton et al.
1989, Sikic & a. 199]). Eine weitere Moglichkeit zur Uberwindurg der Resistenzen von
Zellen zeigten Rahmann et a. 1992 auf. Sie beschrieben eine hohere Zelltoxizitéat bei Ver-
wendurg eines liposomal enkapsuli erten Doxorubicins gegentiber freiem Doxorubicin.
Insgesamt ist die spezifische Behandlung Multidrug-resistenter Tumorerkrankungen klinisch
noch nicht etabliert. Dies liegt auch daran, dal3 im therapeutischen Einzelfal nur ganz aus-
nahmsweise und zu Forschungszwedken der Versuch einer Resistenzdiagnose durchgefiihrt

wird (Murren et a. 199]). Neben immunhistochemischen undmolekularbiologischen Metho-
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den zur Resistenzdiagnose konrte vor allem der funktionellen Resistenzmessung besonderer
Aussagewert zukommen. Erniedrigte intrazell uldre Zytostatikaspiegel konnen direkt gemessen
undihre Anheburg durch geagnete Chemosensiti zer experimentell gepriift werden. Merlin et
al. beschreiben 1995eine gegentiber der Analyse der Expresson des P-Glykoproteins bessere
kli nische Vorhersagbarkeit der Prognase bei Patienten mit akuter myel oische Leuk&mie durch

eine funktionelle Mesaung mittels der Durchfluf®zytometrie.

Diese Arbeit befaldt sich deshalb mit dem Versuch der Evaluierung einer durchfluliytometri-
schen Me3methode zur zellularen Aufnahme von Anthrazyklinen. Zum Vergleich ist eine
guantitative auf Radioaktivitétssmesaung ausgerichteten Sili kondfiltrationsmethode gewahit
worden, de Ruckschlisse aif Verteilungsunterschiede des Transportmittels innerhalb der
Zelle zuldlt. Es «ll untersucht werden, welche Einflisse intrazelluldre Verteilungsunter-
schiede von akkumulierten Daunaubicin auf die Ergebnisse in der Durchflul&zytometrie
haben. Das Ziel der vorliegenden Experimente ist es a'so, de Moglichkeiten undGrenzen der

Durchflufytometrie ndher zu urtersuchen.
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2 Material und M ethoden

2.1 Zellkulturen

Die Versuche zum Vergleich der beiden Melfmethoden wurden an vier Zellinien undihren
resistenten Subkonen duchgeftihrt. Es wurden bereits in der Forschung etablierte Zelli nien
mit unterschiedlicher biologischer Herkunft, urterschiedlichen Zelleigenschaften und urter-

schiedlichen Resistenzgraden verwendet.

Gemeinsames Merkmal der verschiedenen Zéllinien ist eine Expresson des P-Glykoproteins

in der Zellmembran der resistenten Subkione.
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2.1.1 Murine Erythroleukamie-Zellen

Bel den verwendeten F4-6-Zellen handelt um eine von C. Friend van Sloan-Kettering Institut
for Cance Reseach, New York, transformierte murine Erythroleukamie-Zelle. Die perma
nente Kultivierung gelang Friend 1966 dich eine Virusinduktion des Mausestammes DBA/2
(Friend et al. 1966. Prof. Dr. W. Ostertag, Heinrich-Pette-Institute fir Experimentelle Viru-
logie und Immundogie, Hamburg, selektionierte @nen gegen Doxorubicin resistenten
Subkion deser Zdlinie (F4-6RADR). Zur Verfligung gestellt wurden dese beiden Linien
durch Dr. A. Schader und Dr. G. Steinheider, Pharmakologisches Institut, Abteillung Allge-
meine Toxikologie, Universitédt Hamburg. Die Kultivierung erfolgte bei 37°C und 3% CO2
zur Atmosphéreniuft in MEM-apha-Medium, 10% fetalem Kalberserum, L-Glutamin (2
mmol/l), Penicillin G (50 U/ml), Streptomycin (50 pg/ml) und Natriumpyruvat (100 pMol/l).
Zur Erhaltung der Resistenz der F4-6RADR Zellen wurde bel diesen zusétzlich 1 pg Doxoru-
bicin / ml Kulturmedium hinzugefiigt. Der Nachweis des mdrl-Gen-Transkriptes in den
resistenten F4-6RADR-Zellen gelang mittels RT-PCR. Das P-Glykoprotein konrie durch de
monoKonalen Antikdrper C219, MRK16, 43 (Kapaun 1994 immunzytochemisch nadge-

wiesen werden.

Die Tabelle 2.1-a zeigt den Resistenzfaktor der resistenten Zellen gegentiber den sensitiven
Zellen. Dieser errechnet sich aus dem Quatienten der jeweili gen 1Cso-Konzentration, d. h. @r
Konzentration kel der 50% der Zellen im Proliferationsassay nach 48 Stunden abgestorben

sind.

Chemotherapeutika: Resistenzfaktor :
Daunarubicin 35
Doxorubicin 51
Vincristin 19
Etoposid (VP16) 17

Tabelle 2.1-a: Resistenzspektrum der resistenten F4-6RADR-Zellen (Nielsen et al. 1992).
" ICsp F4-6RADR/ I1Csy F4-6
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2.1.2 Humane T-Zédll-Leukamie-Zellen

Die CCRF CEM-Zéllen entstammen einer humanen T-Zell-Leukamie. Die Zelli nie wurde von
G. E. Foley (Foley et al. 1967 aus dem peripheren Blut eines an akuter lympholastischer
Leukdmie ekrankten 4jdhrigen Mé&dchens nadh einer zur Remisson fuhrenden Therapie
entnommen. Diese Therapie bestand aus einer Bestrahlung und der Gabe von Methotrexat und
Prednisolon, sowie Vincristin, Cytoxan und 6-Mercgptopuin. Wenige Tage nach der Ent-
nahme des Blutes, aus dem spéter diese Zdllinie dabliert wurde, verstarb das Madchen. Nach
Entwicklung verschiedener mehrfadresistenter Zellinien aus diesem Klon wurden dese
Sublinien vonDr. H. Diddens, Medizinisches Laserzentrum, LUbed, zur Verfigung gestellt.
Die Kultivierung erfolgt bel 37°C und 3% CO2 zur Atmosphérenluft in RPMI 1640-Medium
mit 10% fetalem Kélberserum und 36 NaHCO3 (7,5%). Weitere Zusétze bestanden in 1%
Glutamin (200mM), 1% Amphaericin B (200 pg/ml) und 26 Gentamycin (10 mg/ml). Der
resistente Subkon CCRF CEM DAC wurde zusétzlich zur Erhaltung der vorhandenen Resi-
stenz bei 400 rg/ml Actinomycin D kultiviert. Die Resistenz der beschriebenen Zellinie ist
ebenfalls vom Typ der Multidrug-Resistenz. Der immunzytochemische Nadweis des
P-Glykoproteins gelang mit dem monoklonalen Antikorpern C-219,MRK16, 4£3. Die mdr1-
Gen-Expresson wurde mittels RT-PCR dokumentiert (Kapaun 1994,

Die Tabelle 2.1-b zeigt den Resistenzfaktor der resistenten CCRF CEM DAC-Zellen gegen-
Uber den sensitiven Zdlen. Er errechnet sich, wie bereits bei Tabelle 2.1-a beschrieben, aus

dem Quoatienten der jewelli gen |Cso-Konzentration.

Chemotherapeutikum: Resistenzfaktor
Daunarubicin 90
Doxorubicin 83
COL 20
Vincristin 100
Etoposid (VP16) 70

Tabelle 2.1-b: Resistenzspektrum der resistenten CCRF CEM DAC-Zellen (Nielsen et al.
1992). "1Cso CCRF CEM DAC / 1Csy CCRF CEM
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2.1.3 Humane Pankreaskarzinom-Zellen

Die Primé&r-Kultur dieser Zelli nie EPP85-181P entstammt einem humanen Pankreaskarzinom.
Die Kultivierung der Zellen erfolgte in Leibowitz-15 Medium. 500mI Medium wurden ange-
reichert mit 5% fetalem Kéber Serum, 500 ug Glutamin, 40E Insulin, 1,25mg Transferrin,
0,56g NaHCOj3, 5 ml Medium-Vitaminen und 250mg Glucose. Durch de Kultivierung der
Zellen mit Daunarubicin in zunehmender Konzentration konre der Klon EPR85-181RDB
selektiert werden. Die Multidrug-Resistenz dieses resistenten Klons wurde durch Nadweis
des mdr1-Transkriptes mittels RT-PCR und Northern Blot gezeigt. Mit dem zytoplasmatisch
an P-Glykoprotein hindenden Antikorper C219 wurde a@ne Expresson des Proteins in den
resistenten Zellen nachgewiesen (Holm et al. 1994. Funktionell konrte aéne Kreuzresistenz
gegentiber Doxorubicin, Vincristin und Daunaubicin nachgewiesen werden. Die Zélinie
wurde freundicherweise von Prof. Dr. M. Dietd, Institut fur Pathologie, Charité Berlin, zur
Verfligung gestellt. Die weitere Kultivierung erfolgte im Labor von Dr. A. Reymann, Pharma-

kologisches Institut, Universitdt Hamburg.

Die Tabelle 2.1-c zeigt den Resistenzfaktor der resistenten EPR85-181RDB-Zell en gegentiber
den sensitiven EPP85-181P-Zellen. Die Resistenz der Zellen erredhnet sich, anders als in den
vorhergehenden Tabellen, aus dem Quatienten der 1Cso-Konzentration fir halbmaximale
Wadhstumshemmung der Kulturen tber 72 Stunden (Dietel et a. 1990.

Chemotherapeutikum: Resistenzfaktor
Daunaubicin 173
Doxorubicin 240
Vincristin 338

Tabelle 2.1-c: Resistenzgpekrum der resistenten EPP85-181RDB-Z€llen (Schéfer 1996.
"1Cs0 EPP85-181RDB / |Cso EPP85-181P




MATERIAL UND METHODEN 13

2.1.4 Veskebildende, M DR-positive humane Magenkarzinom-Zellen

Diese Zédlli nie entstammt einer humanen Magenkarzinom-Zelle. Histologisch wurde die Dia-
gnose enes Adenokarzinoms vom intestinalen Typ gestellt. Nadh Kultivierung der Zdllinie
EPG85-257P konrte durch schrittweise Erh6hurg der Daunaubicinkoreentration im Nahr-
medium der resistente Subkion EPG85-257DAU innerhalb von 385Tagen his auf eine
Resistenz von 2,5ug/ml Daunaubicin herangezogen werden. Prof. Dr. M. Dietel stellte auch
diese Zellinie vom Typ der Multidrug-Resistenz freundicherweise zur Verfigung. Die weite-
re Kultivierung erfolgte im Labor von Dr. A. Reymann, Pharmakologisches Ingtitut,
Universitédt Hamburg. Das P-Glykoprotein wurde immunzytochemisch duch monoKonale
Antikorper, die mdrl-Gen-Expresson mittels RT-PCR nadhgewiesen (Dietdl et a. 199Q. Der
weitaus bedeutendere Resistenzmedianismus ist jedoch die zusétzli che intrazell uldre Bildung
von Vesikeln. Diese befreien den Zellkern innerhalb von 48Stunden von lereits an DNA
gebundenem Daunaubicin. Wahrscheinlich ermoglichen zusétzlich verénderte Enzyme wie
z.B. die Topasomerase-Il und DNA-Ligasen das Uberleben wahrend deser 48 Stunden. Die
Kultivierung der Zellen erfolgte in Leibowitz-15-Medium. 500 ml Medium wurden angerei-
chert mit 5% fetalem Kdber Serum, 500 ug Glutamin, 40IE Insulin, 1,25mg Transferrin,
0,56g NaHCOg3, 5 ml Medium-Vitaminen und 250mg Glucose. Die resistenten Zellen wur-
den in Anwesenheit von zusétzlich 0,25ug/ml Daunarubicin gezogen. Um die Vesikelbil dung
der Zellen auf ein Maximum anzuregen, sind de Zellen 7 Tage vor dem Versuch in daunaru-
bicinfreies Medium umgesetzt und dainn 48 Stunden var Versuchsbeginn erneut mit 0,25
pg/ml (0,474umol/l) Daunarubicin belastet worden.

Die Tabelle 2.1-d zeigt den Resistenzfaktor der resistenten Zellen gegeniiber den sensitiven
Zellen. Dieser errechnet sich wie auch in der Tabelle 2.1-c aus dem Quatienten der 1Cso-
Konzentration fur halbmaximale Wadstumshemmung der Kulturen tbker 72 Stunden (Dietel
et al. 1990.

Chemotherapeutikum: Resistenzfaktor
Daunarubicin 8450
Doxorubicin 1250
Epirubicin 5714

Tabelle 2.1-d: Resistenzspektrum von EPG85-257DAU (Seiddl et al. 1995).
"1Csp EPG85-257DAU / | Csy EPG85-257P
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Die Abbil dungen zeigen fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der EPG85-257P Zellen und
ihres resistenten Subkons EPG85-257DAU. Zu erkennen ist in den sensitiven Zellen eine
gleichmallige Verteilung des fluoreszierenden Daunarubicin Uker das gesamte Zytosol
(Abb. 2.1a), in den resistenten Zellen eine deutliche Akkumulation des Daunarubicins in
Vesikeln (Abb. 2.1h).

Abbildung 2.1-a: Fluoresznzmikroskopische Aufnahme der mit Daunaubicin inkubierten
sensitiven EPG85-257P Zellen. Das intrazelluldare Daunaubicin ist intranukledr annakernd

gleichmaldg verteilt.

Abbildung 2.1-b: Fluoresznzmikroskopische Aufnahme der mit Daunaubicin inkubierten
vesikd bil denden resistenten EPG85-257DAU Zellen. Deutlich zu erkennen sind intrazell ul&-
re, mit fluoresazerendem Daunaubicin geflllte Vesikd. Das Zytosol ist annakernd frel von
Daunaubicin.

Die Bilder wurden freundicherweise won Prof. Dr. med. Dietel, Berlin, zur Verfigung @
stellt.
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2.1.5 Versuchsvorbereitung der Zellen

Die zeitliche Planung der Versuche richtete sich nach dem Wacdstum der Zellen. Es wurde
darauf geaditet, dal3 de Ernte der Zellen in der exporentiellen Wadhstumsphase der Zellver-
mehrung stattfand. Eine Woche vor den Versuchen wurde die jeweili ge Z€ellinie in ein frisches
Kulturmedium ohre Chemotherapeutikazusatz Uberfihrt. Nadh einem Mediumwedse
kommt es bel den resistenten Zellen zu einer Rickverteilung des ehemals eingesetzten Che-
motherapeutikums aus den Zellen heraus in das frische Kulturmedium. Deshalb wurden nach
24 Stunden de Zellen erneut bei 3509 fur 10 min zentrifugiert und rach zwei Waschvorgan-
gen mit Hank's Lésung wiederum in chemotherapeutika-freies Medium gesetzt. Direkt vor
Versuchsbeginn wurden de Zellen bei 300 g zentrifugiert, geentet und in frisches MEM-
alpha-Medium Gberfiihrt. Nach Einstellung einer Dichte von 5 * 18 Zellen / ml sind de
Zellen in eine Versuchsgruppe (mit Chemosensiti zer) und eine Kontroll gruppe (ohne Chemo-

sensiti zer) aufgeteilt worden.

Die Abbildung 2.2-a verdeutlicht den zeitlichen Ablauf und de Koordination der beiden
Mel3methoden wahrend der Experimente. Es ergeben sich bei jedem Versuch 8 Aliquds:
resistente und sensitive Zellen jeweils mit und ohre Chemotherapeutikum separat fur die
Mesaung im Transportassay und mit der Durchfluf®ytometrie. Die Mesaungen wurden bei
vier verschiedenen Konzentrationen duchgefuhrt. Die Mef3punke bel dem Transportassay

wurden jeweil s mit einer Drelpunkmesaung bestimmt.



MATERIAL UND METHODEN 16

2.2 Versuchsaufbau

Zdlkultur z.B. sensitive F4-6-Zellen
!
aufbereitete Zell suspension

!
Aufteilung der Zellen

| |

Versuchsgruppe Kontroll grup-
pe
! L
10 min Prainkubetion 10 min Prainkubetion
mit Chemosensiti zer mit Kulturmedium
! !
Aufteilung der Zellen Aufteilung der Zellen
! ! ! !
FACS Sili kondlfil . FACS Sili kondlfil .
! ! ! !
Zugabe des Zugabe von Zugabe des Zugabe von
Losungs- Radioaktivitéat Losungs- Radioaktivitét
mittels mittels

l l l l

Zugabe von Daunarubicin in verschiedenen Konzentrationen
und 60min Inkubation der Zellen

! l l !

Messaung der Daunarubicinaufnahme der Zellen
l l l l

Einstellung Volumen- Einstellung Volumen-
des mesung des mesaung
Mef3kdl ektives ! Mef3kdl ektives l
(gating) Protein- (gating) Protein-
mesung mesaung

i 1 1 i

Auswertung cer Ergebnisse

Abbildung 2.2-a: Dieses Diagrammzum Versuchsaufbau veranschauicht die Zusammenhéan-
ge der Versuche fur den Vergleich der Slikondfilt rationsmethode (Slikondfil.) mit der
durchfluf@ytometrischen Mel3methode (FACS). Die Darstellung glt fir die sensitiven oder
resistenten Zellen bei derselben Mef3konzentration.
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2.3 Silikondlfiltrationsmethode

Diese von Reymann et al. 1993 leschriebene Methoce ist ein Verfahren zur Mesaung der
funktionellen Transportkinetik von Zellen. Bei der Analyse von Tumoren dent sie dem quan-
titativen Nachweis einer Resistenz von Zell en gegentiber Zytostatika, sowie deren Aufhebung
durch Chemosensitizer. Es wird de Akkumulation vonradioaktiv markierten Transportsub-
stanzen in Zellen gemeseen. Als Transportsubstanz wurde *H-Daunarubicin  verwendet.
Jedoch ist diese Mel3methode auch mit jeder anderen radioaktiv markierten Substanz durch-
fubhrbar.

Die Zellen werden mit *H-Dauncarubicin fiir eine Stunde inkubiert und dainach durch eine
Silikondschicht in eine Phase mit Trichloressgsaure zentrifugiert. In deser Phase werden de
Zellen in ihre sdurel 6sli chen undsaureuni 6sli chen Bestandteil e aufgetellt. Die saurel 6slichen
Zéell bestandteil e und de dort akkumulierte Transportsubstanz befinden sich in der Trichlores-
sigsaure in Lésung. Sie wurden als ,zytosolisch* definiert. Die saurefdllbaren Bestandtelle
fallen als Sediment aus. Die im Prazipitat enthaltene Tranpartsubstanz wurde ds an Proteine,
DNA und RNA , gebuncen® defininiert. Das Volumen der Zellen wird in einer parallelen
Mesaung bestimmt. Dabei werden die Zellen mit *H,0 und cem sich ausschlief¥lich extrazel-
lular verteil enden “C-Polyethylenglykol (PEG) inkukiert. Zuletzt erfolgt eine phaometrische
Ermittlung der Proteinmenge der eingesetzten Zellen. Die aifgenommene Menge an
Daunaubicin wurde fur die zytosolische Phase auf das Volumen der Zellen bezogen undas
Konzentration angegeben. Die gebundene Fraktion wurde im Bezug zum Proteingehalt der
Zellen angegeben. Die Gesamtaufnahme ist eine Addition der Daunarubicinaufnahmen beider
Zéellfraktionen bezogen auf den Proteingehalt der Zellen.

2.3.1 Versuchsablauf

Die Zellen werden zu Beginn des Versuches fur 10 min préinkubiert. Die Préinkubetion dente
der Abséttigung der Zellen mit einem Chemosensitizer. Zu dem Zeitpunk t = 0 ist den ver-
schiedenen Zellsuspensionen Daunarubicin in vorgeschriebener Konzentration zugesetzt
worden. Inkubiert wurden die Zellen nun 60min bei 37°C im Wéarmeschrank. 5min var Ende
der Inkubetionszeit ist die Suspensionin de zuvor mit 200 pl Trichloressgsaure und 400l
Silikond beschickten Reektionsgefalie pipettiert worden. Diese waren in einem Warmebl ock

auf 37°C vortemperiert, damit die Versuchstemperatur weiterhin korstant gehalten werden
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kann. Die Versuchszeit endete mit der Zentrifugation fur 4 min bei 16.000g. Diese Zentrifu-
gation bewirkt, dal3 de Zellen aus der Suspension herausgeschleudert werden unddurch de
Sili kondschicht hindurch in die Trichloressgsaure (TCA) gelangen. In deser Phase gehen de
saurel osli chen Bestandteil e der Zelle in der TCA in Losung. Der verbliebene Uberstand Uilker
dem Silikond enthélt jetzt noch de nicht von den Zellen aufgenommene Transportsubstanz.
Davon wird eine Probe entnommen und da restli che Uberstand abgesaugt. Es beginnt nun de
Préparation der unteren Phasen. Die Reé&ktionsgefél3e werden in flissgem Stickstoff solange
abgekihlt, bis das TCA gefroren ist und de dartiber befindli che Sili kond schicht gerade noch
abgesaugt werden kann. Nach der Entfernung des Sili konds wird eine Probe der TCA ent-
nommen und ar Rest der Sdure ebenfall s abgesaugt. Zurlick bleibt das Prazipitat am Boden.
Dieses wird mit 1 ml 10% TCA gewaschen. In 200l 1 M NaOH wird deas Prézipitat darauf-
hin innerhalb von 60min bei 56°C im Warmeblock geldst und dann mit 200 ul 1 M HCl
neutralisiert. Eine weitere Probe wird entnommen, wobel der Rest dieser Phase zur Bestim-

mung des Proteingehaltes der Zell en aufbewahrt wird.
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Kulturmedium
Silikond3l

Trichloressigsiure

Zentrifugation
Substrat:
zellfreies Kultur-
medium nicht
aufgenommen
zytosolisch
Sediment (DNA, = —_— gebunden

RNA, Zellprotein)

Abbildung 2.3-a: Diese Abhildungzeigt schematisch den Versuchsablauf der Sli kondfilt ra-
tionsmethode (DOrner 19969. Durch de Zentrifugaion des Reaktionsgefalies werden de
Zellbestandeil e in einzelne Fraktionen aufgeteilt. Die Phasen in einem Reaktionsgefald lassen

sich folgenden Zell kompartimenten zuteilen:

+ der Uberstand - nicht aufgenommene Transportsubstanz im Medium
o dieTrichloressgsaure - » 2ytosolische" Phase der Zellen und dain befindliche
Transportsubstanz

e das Sediment (Prazipitat) — Proteine, DNA undRNA, sowie daran,, gebuncene*
Transportsubstanz
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2.3.2 Proteinbestimmung

Der Proteingehalt jeder Probe wird bestimmt. FUr diese Messung wird dem Rest des Préazipi-
tates Bio-Rad-Reagenz zugesetzt. Dieses bildet mit Proteinen zusammen einen hblauen
Protein-Farbstoff komplex mit einem Extinktionsmaximum zwischen 465 nm und 595 m.
Der Farbumschlag wurde bei 578 rm im Photometer gemessen und ar Proteingehalt errech-

net. Gedcht wurde diese Mesaing mit bovinem Serumprotein.

2.3.3 Volumenmesaung

Zur Mesaung des Zell volumens, zeitli ch parallel zu der Transportmesaung, wurde éne Anzahl
von Zellen drekt in ihrem Nahrmedium mit *H,O und **C-Polyethylenglycol fir 30 min
inkubert. Polyethylenglykol kann richt in Zellen eindringen und \erteilt sich ausschliefdlich
extrazell ulér, wahrend das radioaktiv markierte *H,0 sich gleichmaRig im Intra- und Extra-
zellulérraum verteilt. Aus den gemessenen Differenzen der Verteilungsvolumina wird das
Zellvolumen bestimmt. Die Re&ktionsgefél3e wurden hierfir mit 200 ul 2 M NaOH gefullt,
mit Silikond Uberschichtet und auf die Zellsuspension ppettiert. Die weiteren Versuchs-

schritte und de Prgparation der Phasen erfolgte wie bereits oben beschrieben.

2.3.4 Einfluf3groi3en auf die Messungen und deren Kontrolle

Adhéasion der Chemikalien an Kunststoffe:

Anthrazykline: Einige der verwendeten Chemikalien haften an Kunststoff. In der Literatur ist
diese Adhasion fur Anthrazykline bereits beschrieben worden (Ramu et a. 1989. Versuche
zur Quantifizierung dieser Ungenauigkeiten sind kereits bel der Validierung dieser Mefl3me-
thode durchgefiihrt worden. Sie egaben bel Daunarubicin eine Adhésion vonca 5% an allen
benutzten Kunststoffen (Edens 1994).

Dexniguldipin (DNIG): Bei der Verwendurg von Dexniguldipin sind besondere Versuchs-
bedingungen entwickelt und eingehalten worden. Die hohe Lipophilie der Substanz fuhrt zu
einer starken Adhésion an Kunststoffen. Aus diesem Grunde wird mit dieser Substanz aus-
schliefflich in Glasern geabeitet. Die verwandten Plastikpipettenspitzen wurden var deren

Benutzung in Dexniguldipin abgesattigt.
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Zentrifugation:

Verteilung der Zellen: Am Ende der Inkubetionszeit wurden de Zellen wie beschrieben
durch eine Silikondschicht in de TCA zentrifugiert. Lichtmikroskopische Untersuchungen
zeigten, dal3 kereits 20 Sekunden nach Erreichen der maximalen Zentrifugal geschwindigkeit
keine Zellen mehr im Medium oder im Sili kond vorhanden waren (Neurath 1993.
Verteilungsungenauigkeiten des nicht akkumulierten Daunorubicins: Durch de Zentrifu-
gation wird neben den Zellen auch ein Teil des Nahrmediums (ca 0,31 ul) undfolglich auch
nicht aufgenommene Transportsubstanz durch das Silikond transportiert. Deshalb wurde zu
dem ®H-Daunarubicin zusétzlich auch mit **C-Inulin inkukiert, denn Inulin verteilt sich aus-
schliefflich extrazelluldar. Eine Mesaung der Inuinkorzentration innerhalb der TCA erlaubt
somit eine Quantifizierung des mitgeriseenen daunarubicinhaltigen Nahrmediums. Die in der
TCA befindiche Daunarubicinmenge wurde um diesen zusétzlichen Antell in der Auswer-

tung rechnerisch karigiert.

2.3.5 Versuchsauswertung
Die Radioaktivitét der markierten Stoffe in den einzelnen Proben wurde im Flissgkeitssin-

till ationszéhler gemessen.

Die Proben aler Phasen sowie der externe Standard werden drekt in einen mit Szintil ations-
cocktail gefullten Zahlbehdter pipettiert. Die Szintill ationsflisdgkeit bewirkt eine Umwand-
lung der radioaktiven Strahlung zu Lichtblitzen. Die radioaktiven Zerféle innerhalb des
Zahlbehdlters werden somit in Form von Lichtimpulsen mel3bar und das Ergebnis fir jede
Probe tiber 10 min gemittelt. Die Lichtemissonen der Proben mit den urterschiedlichen ra-
dioaktiven Markierungen Uberlappen sich teilweisen in ihren Wellenspektren. Diese
Mel¥fehler werden automatisch berechnet und de Mesaungen entsprechend karigiert. Durch
mitgefuhrte Leacocktail s wurde die natiirliche radioaktive Hintergrundektivitat ermittelt und

berticksichtigt.
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2.4 Die Durchflul3zytometrie

Bel der Durchflufzytometrie handelt es sch um eine vor ca 20 Jahren entwickelte Methodke,
mit deren Hilfe schnelle Mesaungen physikali scher Parameter an Partikeln oder Zellen inner-
halb einer Suspension duchgefihrt werden kdnren (Givan 1993. Das Durchflufzytometer
der Fa. Bedon Dickinson, Niederlande, erlaubt die gleichzeiti ge Erfasung von insgesamt flnf
verschiedenen Parametern pro Zelle bei bis zu 4000Zéellen in der Sekunde. Darliber hinaus
bietet das verwendete Gerét die Moglichkeit, bestimmte Zellkoll ektive fur eine Auswertung

auszuwahlen sowie nad urterschiedlichen Kriterien zu analysieren undzu vergleichen.

2.4.1 Eigenschaften des Mel3gerates

Physikalische Grundlagen der Durchflul3zytometrie:

Als Ausgangsli chtquell e des Durchflulzytometers dient in dem Gerédt der Fa. Bedon Dickin-
son (FACS) ein luftgekiihiter Argonionenlaser mit der Wellenlénge von 488 mn. Ein groler
Vortell bei der Verwendurg eines Lasers (Light Amplifikation by Stimulated Emisson o
Radiation) liegt in der Beschaffenheit seines Lichtes. Es ist monachromatisch, het eine hohe
Energiedichte, ist gerichtet und kolérent, d.h.gleichphasig und voneinheitli cher Amplitude.
Ein Laser hat als Lichtquelle den Nadtell, da3 nu das Licht einer einzigen Wellenlange
ausgesendet wird. Somit musen de Exzitationsgektren der benutzten fluoreszierenden
Farbstoffe innerhalb dieser Well enlange liegen, um diese zum Leuchten anregen zu kénren.
Als Fluoreszenz bezeichnet man eine fast gleichzeitig mit dem Ende der Bestrahlung erl6-
schende Emisson von Licht nach Absorption einer meist energiereicheren hbzw.
kurzwelli geren Bestrahlung. Nadh Anregung eines Elektrons, eines Atoms oder Molekils
springt dieses wieder rasch in seinen Ausgangszustand zurlick. Hierbei kommt es zur Emiss-
on eines Photons bzw. Lichtquanten. Der Abstand zwischen der Anregungs- und
Emissonswellenlange wird als Stokesscher shift bezeichnet. Er stellt eine physikalische
Eigenschaft eines jewelligen Stoffes dar. Unterschiedliche Farbstoffe mit unterschiedlich
grolem Stokes'schen shift bel gleichem Exzitationsgektrum macdien es nun moglich z.B. in
Verbindurg mit verschiedenen Antikorpern mehrere Zell eigenschaften gleichzeitig zu urter-

suchen.
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Der Lichtstrahl des Lasersist in dem Durchfluf®ytometer Gber ein optisches Linsensystem auf
eine Melzell e gerichtet. Durch dese flie3en de enzelnen Zellen in laminarer Strémung. Die
Bestrahlung &% die Zellen entsprechend ihrer morphdogischen Eigenschaften, ihrer Bela-
dung mit fluoreszierenden Antikdrpern und ihrer Aufnahme bestimmter Stoffe Licht
unterschiedlicher Wellenléngen emittieren. Dieses in Richtung oder Wellenlange veranderte
Licht wird duch verschiedene Farbfilter und mehrere Spiegel auf fur die Lichtwell enlange
spezifische Zahlkammern gelenkt und dat registriert.

Die moglichen zu untersuchenden Parameter wahrend einer Mesaung sind:

1. Relative Grofe der Zelle

2. Granularitét, Membranfaltung und aul¥ere Form der Zelle

3.-5. verschiedene Fluoreszenzintensitéten z.B. durch Beladung der Zellen mit Anthra-

zyklinen oder Bindurg fluoreszierender Antikorper an de Zelle

Das Gerét ist in drei verschiedene Bauteil e gegli edert:

* Huisggkeitsg/stem

e Optisches System

» Signalverarbeitung

In den folgenden Abschnitten wird der Aufbau eines Durchfluldzytometers beschrieben.
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Das Flusdgketssstem eines Durchflul3zytometers:

4>

Abbildung 2.4-a: 1. Laserstrahl, 2. Mefkivette, 3. Tragerflisdgket, 4. Zell suspension,
5. hydrodynamische Fokusserung (nach Raffael 1994).

Vereinfadht besteht das Fliisggkeitssystem aus zwei Leitungen (Abbildung 2.4-a). Uber eine
Zuleitung druckt eine Pumpe kontinuierlich eine , Trégerflisggkeit® durch de Mel3kammer
und weiter in den Abfalbehélter. Eine zweite Leitung dient dem Transport der Zellen vom
Probenréhrchen zur Mel3kammer, in der sich beide Leitungen vereinen. Hier wird de Zell sus-
pension von ar durch de Kivette stromenden Tragerflisdgkeit erfaldt und mitgerissen.
Durch de Verengung des Probenstroms zum Zentrum der Kuvette hin erféhrt die Suspension
eine Beschleunigung von wenigen Zentimetern in der Sekunde aif etwa sieben Meter pro
Sekunde (ca 25 km/h). Diesen Vorgang bezeichnet man as , hydrodynamische Fokusse-
rung". Er gewéhrleistet, dal3 de Zellen einzeln nacheinander den Mef3punk und somit den

Laser pasgeren.
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Das optische System eines Durchflul3zytometers:

Abbildung 2.4-b: Anordnung @r optischen Elemente zur Mesaung von Fluoresznz und
Sreulicht. 1. Laserstrahl, 2. Quarzglaskivette, 3. Blockestreifen, 4. Sanndlinse,
5. Tellerspiegel, 6. Photodiode, 7. Lichtfilter, 8. Photomultiplier (nach Raffael 1994).

Das optische System (Abbildung 2.4-b) gliedert sich in einen Anregungs- und einen Detekti-
onstell .

Anregungsteil :

Der Anregungsteil dient der horizontalen €lli ptischen Strahlformung des Lichtes und stellt
einen Kompromif3 dar zwischen einer hohen réaumlichen Auflosung (kleiner Strahl zur Unter-
scheidung nah aufeinanderfolgender Zellen) und einer ausreichenden Signali ntensitét (grofer
Strahl).
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Detektionstell:

Der Detektionsteil besteht aus zwei Baugruppen:

1. Bereich zur Mesaung des Vorwartsgreuli chtes (FSC) in axialer Lichtrichtung; Dieses gibt
Auskunft Gber die Grole der Zelle.

2. Bereich zur Mesaung des Seitwartsdreuli chtes (SSC) orthogonal zum Lichtstrahl; Es gibt
Informationen Uber die Granularitdt und Oberflachenbeschaffenheit der Zellen und wird

auf die verschiedenen Fluoreszenzintensitéten (FL1-3) hin analysiert.

Die Signalverar beitung eines Durchfluf3zytometers:

Photodetektoren konwertieren de optischen Lichtimpulse des Vorwérts- und Seitwértsgreu-
lichtes in elektrische Impulse um. Die Amplitude dieser elektrischen Impulse korreliert mit
der Intensitét der Lichtimpulse. Die dektrischen Impulse gleicher Grofée werden duch einen
Anaog-Digital-Wander einer bestimmten Kanal- bzw. Klassenzahl zugeordnet. Ein Durch-
flulzytometer besitzt je nach Auflosungsvermogen 0-255 kzw. 0-1023 \erschiedene Kanéle.

Die somit erfal3ten Rohdaten werden mit Hilfe enes Computers in einer Listendatel gespei-
chert. Hierbel werden de Mel3werte der einzelnen Zellen in der gleichen Reihenfolge

gespeichert in der die Zellen den Analysepunkt passert haben.

Eine solche Listendatei ist hier fir 4 gemessene Zellen dargestellt:

1.Zdle 2.Zdle 3.Zdle 4.7dle

FSICSCFL1IFL2FL3 FSCSSCFL1FL2FL3 FSCSCFL1FL2FL3 FSCSSCFL1FL2FL3
80 43 55 320 9 75 42 10 480 1 12 40 12 5 1091 80 10 30 2

Diese Form der Speicherung der Rohdaten ermégli cht es, einmal durchgefiihrte Mesaungen zu

einem spéteren Zeitpunk oder nach neuen Kriterien wieder neu auszuwerten.
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2.4.2 Versuchsablauf

Die Zéllen fur die Messung mit der Durchfluf®ytometrie wurden zeitgleich mit den Zellen fir
die Sili kondfiltrationsmethode mit einem Chemosensiti zer prainkubiert. Erst unmittelbar vor
Zugabe des Zytostatikums wurden de Zellen fur die weitere Analyse aufgeteilt. Die separate
Inkubetion wurde durchgefuhrt, damit keinerlei Radioaktivitét, die bei der Silikondfiltrati-
onsmethode aforderlichist, bel der Mesaung in das Durchfluf®zytometer gelangt. Nach Ablauf
der Inkubetionszeit wurde der Daunaubicintransport der Zellen duch Zugabe von £C PBS
gestoppt und de Zellsuspension dann bei 900y und £C fur 2 min zentrifugiert. Die Zellen
sammeln sich duch desen Vorgang am Boden des Re&ktionsgefélies. Nadh dem Abkippen
des Uberstandes wurden de Zellen wieder mit frischem Medium aufverdinrt und ks zur
anschli ef3enden Messung in einem Eisgefal? gekihlt.

Messung der Zellen mit dem Durchfluf3zytometer:
Die Ergebnisse wurden nadh der Mesaung der Fluoreszenzintensitét der Zellen duch den

FACS mit dem Programnm Lysis Il (beides Fa. Bedon Dickinson) ausgewertet.

Zellen haben urterschiedliche morphdogische Eigenschaften. Die Einstellung des Durchfluf3-
zytometers mul3 der unterschiedlichen Grofe und Granularitét der Zellen angepal’t werden.
Die Auflosung des Durchfluf&zytometers 183t sich aus diesem Grunde in verschiedene Berei-
che digitalisiert verschieben. Die Einstellung beginnt mit der Zweiparameterdastellung Grole
(FSC) zu Granularitét (SSC) der Zelen. In Abbildung 2.4-c, einem der Zellmorphdogie
angepalten Konturliniendiagramm, sind Isoamplituden von Zellenmengen mit gleichen Ei-
genschaften wiedergegeben. Diese Darstellung ermdglicht eine quantitative Abschézung der
Zélen.
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Konturliniendiagramm am Beispiel der resistenten T-Zell-Leukdmiezelle CCRF CEM
DAC:

#12: #37CCRFDRCB2~B01
50% Lo

SSC~H~SSC-Height ——->

T 1 §r L e LI 2 L

@ 209 400 66 8@9 1969
FSC-HN\FSC~Height —-~->

Abbildung 2.4-c: Originalprotokoll: Die Abbildung zeigt die Mesungen der CCRF CEM
DAC Zdlen in einem Konturliniendiagramm Die Abszsse zeigt die Grofe der Zellen (FSC),
die Ordinate die Granuaritat der Zellen (SSC), angegeben in will kirlichen Einheiten. R1
bezeichnet einen auwsgewahlten Bereich (Gate), in dem sich de \talen Zellen fir die weitere

Auswertung lefinden.

Durch das Setzen eines Auswertefensters (Gate) werden de zu messenden Zellen vonAggre-
gaten, Zeltrimmern und anderen Zellarten abgegrenzt. Die Uberpriifung der richtigen
Auswahl der Zelen fand mit Hilfe des fluoreszierenden Farbstoffes Propidiumjodid statt.
Propidiumjodid penetriert nicht durch intakte Zellmembranen und kann sich nu bei Zellen
mit defekter Zellmembran an de DNA im Zellkern anlagern. Durch Einrahmen der nicht
fluoreszierenden Zellen lassen sich so de vitalen Zellen von den toten Zellen abgrenzen. Bei

der weiteren Auswertung werden nu noch de ausgewahlten vitalen Zellen berlicksichtigt.
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Messung der Fluoreszenz mit dem FACS:
Daunaubicin verhdt sich wie an fluoreszierender Farbstoff. Das Absorptionsmaximum

Aex = 480 mm liegt sehr nahe an dem Licht des Lasers mit 488 nm. Chaires et al. ermittelten

1982 s Emissonsmaximum von Daunarubicin mit Agn =592 mm.

Das von Daunaubicin emittierte Licht kann in dem Fluoreszenz-Band-Pal3-Filter FL2 mit

dem Bereich von 560 m bis640 nm (rotes Licht) gemessen werden.
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Abbildung 2.4-d: Dargestellt ist in @ die Fluoresznzexztation undin b) die -emisson von

Daunaubicin bel verschiedenen Well enlangen; modifiziert nach Chaireset al. 1982
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Wie die Grofe und Granularitét der Zellen mufd auch de Eigenfluoreszenz der Zellen kom-
pensiert werden. Hierzu wird das von dn Zedlen emittiete Licht in  der
Histogrammdarstellung in einen Bereich von 0 bis 10 will kirlichen Fluoreszenzeinheiten
eingestellt. Der errechnete ,, Mean-Channel“ als Mittelwert der gemessenen Fluoreszenz wird
als Leawert angenommen. Die Mef3ergebnisse werden ebenfall s in Form von Histogrammen
angegeben und ar ,Mean-Channel* berechnet. Das Endergebnis der Durchfluf&ytometrie ds
,korrigierter Mean-Channel* oder als um den Leawert korrigierte mittlere Fluoreszenzinten-

sitét errechnet sich dann als Versuchswert subtrahiert um den Leawert.

#12: #3/CCRFDACO2-001 \FL2-HLEERWERT
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Abbildung 2.4-e: Originaprotokoll: Zeigt ein Histogrammzur Berechnung @r Eigenfluores-
zenz der resistenten T-Zell-Leukamie-Zellen CCRF CEM DAC.
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Abbildung 2.4-f: Originalprotokoll: Zeigt ein Histogramm zur Berechnung dr Anthrazy-
klinaunahme in de resistenten T-Zell-Leukamie-Zellen CCRF CEM DAC nach Inkubation
mit einer Dauna ubicinkonzentration von 3050ug/I.

Abszss: Kande des Durchflulzytometers, entspricht den urterschiedlichen Fluoresznzin-

tensitaten; Ordinate: Anzahl der Zellen mit der gleichen Fluoreszenz.
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2.5 Darstellung der Ergebnisse

Um eine Vergleichbarkeit der beiden Methoden zu erreichen, sind mehrere Darstell ungsfor-

men erarbeitet worden.

Regresgonsanalyse: Die Regressonsanalyse wurde in Form von Diagrammen duchge-
fahrt. Auf der Ordinate befinden sich de Ergebnisse der Sili kondfiltrationsmethode in

Bezug zu der auf der Abszisse befindichen karrigierten mittleren Fluoreszenzintensitét des
Durchfluf@zytometers. Die Mef3punke in diesen Diagrammen wurden duch eine Regress-
onsgerade gemittelt. Die Steigung der Gerade sowie ihr Korrelationskoeffizient wurden
berechnet undfur verschiedene Mef3bedingungen verglichen.

Relativitdtsbeziige (Ratios): Die Anthrazykli naufnahme der Zellen zwischen den einzelnen

Versuchen urterliegt experimentellen und bologischen Schwankurngen. Um diese auszu-
gleichen, wurde ane relative ErgebnisgrofRe engefuhrt. Die Anthrazyklinaufnahme der
sengitiven Zellen ohre Zusatz von Chemosensitizer wurde mit 100% angenommen. Die
Daunaubicinaufnahme der resistenten Zellen mit und ohre Chemosensiti zer sowie die der
sensitiven Zellen mit Chemosensitizer wurden hierzu in Bezug gesetzt. Durch dese pro-
zentude Darstellungsform ist es mdglich, de Anthrazyklinakkumulation cer
DurchflufRzytometrie und des Transportassays direkt miteinander zu vergleichen.

2.6 Statistische M ethoden

Als datistische Methoden wurden folgende Beredhnurgen angewendet.

» Arithmetisches Mittel: Die Ergebnisse der Sili kondfiltrationsmethode wurden in Drei-

fadhmesaung durchgefiihrt. Versuchsbedingte Abweichungen sind duch das arithmetische
Mittel dieser drel Punkte minimalisiert worden. Zur weiteren Berechnurg in dem Vergleich
ist nur noch der errechnete Mittelwert der Mef3ergebnisse berticksichtigt worden.

Mean-Channel: Bezeichnet den errechneten Mittelwert der gemessenen Fluoreszenzinten-

Sitéten einer gemesenen Popuation. Dieser Wert wird duch das Auswertungsprogramm
Lysis Il des Durchfluf®ytometers direkt angegeben.
Lineae Regresson: Die Steigung der Regressonsgeraden wurde durch das von C.F. Gauss

erarbeitete Ausgleichungsprinzip in der Form y = mx + b angegeben.
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« Korrelationskoeffizient r* Dieses Bestimmtheitsmal? beschreibt die Ubereinstimmung der

durch de lineae Regresson errechneten Geraden mit den tatsachlichen Mef3punken. Es
kann Werte zwischen 0 und lannehmen. Bei r? = 1 gilt eine véllige Korrelation der be-
rechneten Werte mit den Tatsadhlichen, wahrend r? nahe null nur einen sehr schwachen
oder keinen Zusammenhang der Regressonsgeraden mit den Mef3punken anzeigt (Bron-
stein, Semendjgjew 1989.
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2.7 Verwendete M aterialien

* Fa. Gibco BRL, Eggenstein, Deutschland: RPMI 1640 Medium, L-Glutamin 200mM /
100%, Penicilli n-Streptomycin-Lésung (50001U/ml Penicilli n, 5000UG/ml Steptomycin)

» Fa. Gibco, Karlsruhe, Deutschland: MEM-apha-Medium (Eagle’'s minimal essential
medium)

» Fa.Boehringer Mannheim, Deutschland: Leibowitz-15-Medium, fetales Kalberserum

e Fa. Sigma, Mlnchen, Deutschland: Transferrin, MEM-Vitaminmischung, NaHCO3

* Fa.MSD Sharp & Dohme, Miichen, Deutschland: Actinomycin D

* Fa. Serva, Heidelberg, Deutschland: Trypan Blau

* Fa.E. Merck, Darmstadt, Deutschland: Dimethylsulfoxid reinst (DM SO), C,HsOS

e Fa.Biochrom, Berlin, Deutschland: Hanks-Salz-Losung

* Fa. Dupont-NEN, Dreieich, Deutschland: 3H-Dauncrubicin (118,4 GBg/mmoal, [G]),
C-Inuiin (0,093GBg/g, [U] ), “H20 ( 37 Mbg/g)

» Fa. Amersham-Bucheler Braunschweig, Deutschland: 1,214C-Polyethylenglykol 4000
(2,22GBg/mmol),(PEG)

» Fa.Famitalia Carlo Erba GmbH, Freiburg, Deutschland: Daunarubicin

* Dr. K. H. Sanders, Fa. Byk Gulden Chemische Fabrik, Konstanz, Deutschland: Dex-
niguldipin (DNIG)

» Dr. Ryffd, Fa. Sandoz, Basel, Schweiz: Cyclosporin A (Ciclosporin)

» Fa. Wacker-Chemie GmbH, Minchen, Deutschland: Silikond, AR 200 undAR 20
Salben

» Fa.Packard, Frankfurt, Deutschland: Ultima-Gold-Cocktail

* Fa.Gibco BRL, Eggenstein, Deutschland: Phaosphat Buffer Saline ( PBS)

* Fa. Bio-Rad, Minchen, Deutschland: Bio-Rad-Reagenz, Coomasge-Brill ant-Blau-
Reagenz G-250

» Fa.Packard, Frankfurt, Deutschland: Szintilli sationszahler, Tri Carb 2000CA,

e Fa.Bedon Dickinson, Evenbodegem-Aalst,Belgien: FACS
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3 Ergebnisse

Gemesen wurde die Anthrazyklinakkumulation in vier verschiedenen Zellinien und dkren
resistenten Subklonen in Abhangigkeit von der extrazellular eingestellten Daunarubicinkon-

zentration.

Der Transportassay und de Durchfluf&ytometrie wurden im Hinblick auf den Nachweis von
intrazelluldren Anthrazyklinen gegentbergestellt. Bevor jedoch de beiden Mel3methoden
miteinander verglichen werden koénren, ist es wichtig, fir beide Mel3methoden de Lineaitét
der Meldergebnisse ds Grundvaaussetzung festzustell en. Diese Untersuchungen sind fir ale
Zéllinien duchgefuhrt worden. Die Versuche wurden bel vier verschiedenen Daunarubicin-
konzentrationen zwischen 0,286umol/l (150 ug/l) und 5,784umol/l (3050ug/l) durchgefiihrt.
Fur die quantitative Gegenuberstellung der Ergebnisse der Durchfluf®ytometrie mit dem
Transportassay wurden de Mef3ergebnisse bei der mittleren Daunaubicinkoreentration von
1,991 umol/l (1050 ug/l) betrachtet. Die resistenten sowie die sensitiven Zellen sind jewells
mit und ohre den Zusatz eines Chemosensitizers gemessen worden. Die Chemosensiti zer
wurden in Konzentrationen eingesetzt, von denen eine voll sténdige Aufheburng der durch P-
Gp vermittelten Resistenz bel F4-6RADR-Zéellen bekannt ist. Beschrieben wurde eéne Anhe-
bung der Sensitivitat zu 100 auf das Niveau der sensitiven Zellen F4-6 bel Konzentrationen
von 3,3umol/l Dexniguldipin und 10umol/l Ciclosporin (Reymannet a. 1996.

Alle Versuche finden as Dreifachbestimmung statt und sind duch einen weiteren Versuch

mit gleichem Protokall bestétigt worden.
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3.1 Linearitat

Die Durchfluf®zytometrie und auch der radioaktiv markierte Transportassay produwzieren beide
lineae Melfergebnisse (Abb. 3.Xabis Abb. 3.th).

In beiden Mel3methoden wird nachgewiesen, dald steigende extrazell uldre Daunarubicinkon-
zentrationen im Medium im Bereich von 0,286 5,784umol/l zu einem linearen Anstieg des
Daunaubicingehaltes in den sensitiven wie auch in den resistenten Zellen fuhrt. Exemplarisch
werden hier die Mef3ergebnisse der murinen Erythroleukamie-Zellli nie F4-6 undihres resi-
stenten Subkions F4-6RADR gezeigt, jewels mit und ohre 3,3 pmol/l Dexniguldipin
inkubert. Die weiteren Mef3ergebnisse der anderen Versuchsreihen befinden sich im Anhang
(Grafik 9.1-abis 9.6-0).

Ergebniss, die durch den einfachen Vergleich der Daunarubicinaufnahme in de Zellen deut-

lich geworden sind:

» Sensitive undresistente Zell en zeigen einen lineaen Anstieg der Daunarubicinaufnahmein
Abhangigkeit von der Daunarubicinaulfenkorezentration.

» Resistente Zellen nehmen urter Kontroll bedingungen weniger Daunarubicin auf als sensi-
tive Zellen.

» Bei den sensitiven F4-6-Zellen kommt es nach Zugabe von Dexniguldipin zu keiner signi-
fikanten Anderung der Daunarubicinaufnahme.

* Nad Prainkubetion cer resistenten Zellen F4-6RADR mit 3,3 pumol/l Dexniguldipin ist
eine signifikante Erh6hurg der Anthrazyklinaufnahme in desen Zellen nachweisbar. Sie
akkumuli eren dann entsprechend viel Daunarubicin wie die sensitiven F4-6 Zellen.

» Be Behandlung der Zellen mit Ciclosporin kommt es bel den sensitiven wie auch bei den
resistenten Zellklonen zu einer héheren Daunarubicinakkumulation als bei den sensitiven
Zellen ohre Chemosensitizer. Dieser Effekt der hoheren intrazelluldren Akkumulation
durch Ciclosporin ist besonders deutlich in der gebuncdenen Fraktion rachweisbar.
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3.1.1 Murine Erythroleukamie-Zellen +/- Dexniguldipin

Durchfluf3zytometrie

DurchfluRzytometer

200 +
180 - W F4-6 -&- F4-6 + DNIG
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DNR im Medium (umol/l)

Grafik 3.1-a: Mef3ergebnisse der Durchfluf®ytometrie. Dargestellt ist die AnthrazyKinau-
nahme der sensitiven Zellinie F4-6 undseines resistenten Suliklons F4-6RADR mit und ohre
3,3 umol/l Dexniguldipin (DNIG). Im Diagrammsind de Fluoresznzintensitaten in will kir-

lichen Einheiten in Bezug zur exrazelluldr steigenden Daunaubicinkonzentration

angegeben.
Transportassay
Gesamtaufnahme
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W F4-6 - F4-6 + DNIG

© 3500 +
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Grafik 3.1-b: Mel3ergebnisee des Transportassays. Gezeigt ist die Anthrazykingesamtauf-
nahme der F4-6 Zellinie und seines resistenten Suliklons F4-6RADR mit und ohre 3,3 pumol/I
Dexniguldipin (DNIG) bei steigender extrazellularen Daunaubicinkonzentration. Die Ge-
samtaufnahme an Daunaubicin ist bezogen au den Proteingehat der Zellen in pmol/mg

Protein.
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Der Transportasssy ermdglicht eine Aufschliissslung der intrazell uldren Anthrazykli nakku-

mulation in eine gebundene und zytosoli sche Zdll fraktion.

Transportassay

Gebund ene Fraktion
700
W F4-6 - F4-6 + DNIG
600 -
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=
cga o 400
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0 e
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O = T T 1
0 1 2 3 4 5 6
DNR im Medium (umol/l)
Zytoplasmatische Fraktion
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&) 400 -
200 + — A
0 ‘ !
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DNR im Medium (umol/l)

Grafik 3.1-c und Grafik 3.1-d: Gebundene und zytoplasmatische Anthrazykinaunahme der
resistenten F4-6RADR und der sensitiven Zelli nie F4-6 mit und ohre 3,3 pmol/l Dexniguldi-

pin (DNIG) in Abh&ndgket von der extrazell ularen Dauna ubicinkonzentration.

Die Addition des Daurorubicingehaltes der gebundenen undzytosoli schen Fraktion ergibt die

Daunaubicingesamtaufnahme der Zellen (Grafik 3.1-b).

Diese Aufschlusslung der

Daunaubicinakkumulation in verschiedenen Zellfraktionen ist mit der Durchflulzytometrie

nicht mogli ch.
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3.1.2 Murine Erythroleukamie-Zellen +/- Ciclosporin

Durchfluf3zytometrie

Durchflul3zytometer
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Grafik 3.1-e AnthrazyKinaunahme der sensitiven Zellinie F4-6 undseines resistenten Sub-
klons F4-6RADR mit und ohre 10 pmol/l Ciclosporin (CsA) bei steigender extrazellulérer

Dauna ubicinkonzentration. Gemessen wurde die relative Fluoresznzintensitat der Zellen in

will kiirli chen Einheiten.

Transportassay
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Grafik 3.1-f: Anthrazykingesamtaufnahme der sensitiven Zelli nie F4-6 undseines resistenten
Sulklons F4-6RADR mit und ohre 10 pmol/I Ciclosporin (CsA) bei steigendem extrazell ul&-
ren Daunaubicinangebaot. Die Gesamtaufnahme ist bezogen au den zelluldaren Proteingehalt

angegeben in pmol/mg Protein.
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Transportassay
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Grafik 3.1-g und Grafik 3.1-h: Anthrazykinbindung undzytoplasmatische Akkumulation cer
resistenten F4-6RADR und der sensitiven F4-6 Zelli nie an Zell proteine mit und ohre 10
pmol/l Ciclosporin bei steigender Konzentration der extrazell uldren Dauna ubicinkonzentra-
tion. Ein zur Aufhebung ar Resistenz aisatzlich Daunaubicin akkumulierender Effek des
Ciclosporin in den sensitiven undresistenten Zellen ist in der gebundenen Fraktion zu erken-
nen (Zunahme der Daunaubicinaunahme in weiteren Versuchen um durchschnittlich 28%

bestatig).
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3.1.3 Korrelation der Gesamtaufnahme

In elnem weiteren Schritt ist die Korrelation der Mel3ergebnisse des Transportassays mit
denen der Durchfluf®zytometrie untersucht worden.

Die gemessene Fluoreszenzintensitét wurde mit der Gesamtaufnahme der Daunarubicinak-
kumulation kareliert dargestellt. Wenn de beiden Korrelationsgeraden, de die gemittelten
Geraden der Mel3ergebnisse darstellen, Ulereinander liegen, so besteht fir beide Versuchs-
methoden de gleiche Sensitivitdt fur die Erkennurg intrazelluldr akkumulierten
Daunaubicins. Bei zunehmender Differenz der Steigungen der Geraden Uberwiegt jewells die
Sensitivitét der Mel3methode, deren Mel3achse der Korrelationsgerade an nachsten ist. Bel der
Gesamtaufnahme der F4-6-Zellen sind de jewelligen Korrelationsgeraden fast dedkungs-
gleich. Die beiden Mel3methoden korrelieren bei diesen Zell en gut miteinander.

F4-6, F4-6RADR +/- Dexniguldipin

Gesamtaufnahme / Fluoreszenzintensitaten
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F4-6, F4-6RADR +/- Ciclosporin
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Grafik 3.1-i und 3.1-j: Gezeigt sind de Mef3ergebniss der einzelnen Zellfraktionen bezogen
auf die gemesenen Fluoresznzintensitaten fur die F4-6 (¢ ) und F4-6RADR (x) mit und ohre
Dexniguldipin bzw. Ciclosporin. Zusétzlich sind de Seigungen der Korr elationsgeraden und
deren Wahrheitswert zu den Mel3purkten aufgetragen.
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3.2 Zellulare Daunor ubicinakkumulation

In der Tabelle 3.2-a werden de Ratios aus der Durchfluf®zytometrie mit denen der Daunaru-
bicingesamtaufnahme des Transportassays verglichen. Hierzu sind de Quotienten der
Resultate berechnet worden. Als Basis ist die Anthrazykli naufnahme der jeweili gen sensiblen
Zellinie  &s 1 gesetzt worden, und de Aufnahme an Daunarubicin der anderen Zellen der

gleichen Linieist im Verhdltnis dazu angegeben.

Kleinere Unterschiede der Grafiken (Grafik 3-1a bis 3.1-j und Anhang Grafik 9.1-a bis 9.1-g)
Zu den angegebenen Ratios in der Tabell e 3.2-a beruhen auf der unterschiedli chen Fall zahl der
Proben. Wahrend de Grafiken jewell s die Ergebnisse eines unmittelbar vergleichbaren Ver-
suchstages (n=3) darstellen, sind in den Tabellen die Befunde aler Versuche mit gleichen

V ersuchsbedingungen (n=6) zusammenfassend aufgefthrt.
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Daunor ubicingesamtakkumulation

Sensitive Zellen Resistente Zellen
Durchflu3zytometrie Transportassay Durchflu3zytometrie Transportassay
Gesamt- Versuch / Gesamt- Versuch /

Fluoreszens Versuch / |aufnahme Ratio Versuch / | Fluoreszens Versuch/  Sensitive aufnahme Versuch/  Sensitive

Ratio (n =2) Stabw Kontrolle (n=6) Stabw Kontrolle | Ratio (n=2) Stabw Kontrolle Zellen Ratio (n=6) Stabw Kontrolle Zellen
F4-6
Kontrolle 1,00 1,00 0,25 0,10 -75% 0,32 0,05 -68%
DNIG 0,78 0,01 -22% 1,02 0,02 +2% 1,07 0,06 +328% +37%) 162 072 +406% +59%
CsA 1,28 0,28 +28%) 159 0,08 +59% 1,50 0,28 +500% +17%) 1,88 047 +488% +18%
CCRF CEM
Kontrolle 1,00 1,00 0,18 0,05 -82% 0,27 0,05 -73%
DNIG 1,08 0,33 +8% 1,25 0,02 +25% 0,79 0,45 +339% -27% 1,01 0,12 +274% -19%
CsA 1,15 0,06 +15%) 1,16 024 +16% 1,34 045 +644% +17%) 1,70 0,63 +530% +47%
EPP85-181
Kontrolle 1,00 1,00 0,11 0,05 -89% 0,14 0,03 -86%
DNIG 0,72 0,03 -28% 0,89 0,12 -11% 0,37 013 +236% -49% 041 0,08 +193% -54%
EPG85-257
Kontrolle 1,00 1,00 0,29 0,03 -71% 031 011 -69%
DNIG 0,90 0,08 -10% 094 0,01 -6% 047 0,04 +62% -48% 057 0,16 +84% -39%

Tabelle 3.2-a: Zusamnmenfasaung samtlicher Versuchsergebnisse zur Dauna ubicingesamtaufnahme, angegeben as Ratios. Als Basis der jewel-
ligen Quatienten sind de sensitiven Zellen (Kontrolle) gleich 1 gesetzt. In , Versuch / Kontrolle® sind de prozentualen Anderungen der
Akkumulation mit Chemosensitizer im Vergleich zur parenteralen Zelle angegeben. ,, Versuch / sensitive Zellen stellt bel gleichen Versuchsbe-
dingungen de prozentualen Anderungen der Akkumulation cer resistenten zu den sensitiven Zellen da.
Extrazell ulare Konzentration: "1,991umol/l Daunaubicin,~ 5,784pmol/l Daunaubicin. Daten alsn = 6 Mesaungen aws avei Versuchstagen.



3.2.1 Murine Erythroleukamie-Zellen

F4-6, F4-6RADR
Durch de Inkubetion der sensitiven F4-6 mit Dexniguldipin scheinen die Zellen im Trans-
portassay (Transport) nicht ihrer Empfindichkeit gesteigert (Transport +2%) zu werden. In
der Durchfluf@zytometrie (FACS) scheinen die Zellen sogar in ihrer Aufnahme behindert zu
werden (FACS -22%).
Nach einer Inkubation mit Ciclosporin akkumulieren die sensiblen Zellen F4-6 jedoch in
der Durchfluf&ytometrie und im Transportassay (FACS +28%, Transport +59%) mehr
Daunarubicin as unter Kontroll bedingungen.
Der resistente Klon F4-6RADR verliert bei beiden Methoden nacdh Inkubetion der Zellen
mit einem Chemosensiti zer seine Resistenz vollsténdig. Die Akkumulation liegt Gber dem
Niveau der ebenso behandelten sensitiven Zellen (DNIG: Durchflufytometer +37%,
Transport +59%; CsA: Durchfluf®zytometer +17%, Transport +19%).
Die F4-6RADR-Zéllen inkubiert mit Dexniguldipin oder Ciclosporin nehmen nach Aus-
wertung beider Melmethoden ein Vielfaches an Daunaubicin  gegenliber den
unbehandelten F4-6RADR-Zellen auf. Mit dem Durchflul&ytometer ist eine ehdhe
Daunarubicinaufnahme durch Dexniguldipin um +328% und durch Ciclosporin um +500%
zu verzeichnen. Im Transportassay bewirkt Dexniguldipin eine Anthrazyklinakkumulation
von +406% und Ciclosporin eine von +488% mehr als die unbehandelten resistenten Zel-

len.

3.2.2 Humane T-Zdl-Leukdmie-Z€llen

CCRF CEM, CCRF CEM DAC

In der Durchflufytometrie undauch im Transportassay akkumulieren de sensiblen CCRF
CEM-Zé€llen nach einer Inkubetion mit Dexniguldipin (FACS +8%, Transport +25%) oder
Ciclosporin (FACS +15%, Transport +16%) mehr Daunaubicin als unter Kontroll bedin-
gungen.

Der resistente Klon CCRF CEM DAC akkumuliert in beiden Methoden in Anwesenheit
von Dexniguldipin mehr als +270% und vonCiclosporin mehr als +500% mehr als ohre
Chemosensitizer.

Dexniguldipin fuhrt anders as in F4-6RADR-Zellen nicht zu einer vollstandigen Aufhe-
bung der Resistenzmedhanismen der resistenten CCRF CEM DAC-Zelen. Die
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Akkumulation Heibt unterhalb des Niveaus der mit Dexniguldipin behandelten sensitiven
Zdlen (FACS  -27%, Transport -19%).

Ciclosporin bewirkt im Gegensatz zu Dexniguldipin auch bei den resistenten CCRF CEM
DAC-Zéllen eine Anhebung der Daunarubicinaufnahme in de Zellen Ulker das Niveau der
mit Ciclosporin behandelten sensiblen Zellen hinaus (FACS +17%, Transport +47%).

3.2.3 Humane Pankreaskarzinom-Zellen

EPP85-181P, EPP85-181RDB
In der Durchfluf®ytometrie und auch im Transportassay akkumulieren die sensiblen
EPPB5-181P-Zellen mach einer Inkubketion mit Dexniguldipin weniger Daunarubicin als
ohnre die Behandiung mit einem Chemosensiti zer (FACS -28%, Transport -11%).
Der resistente Klon EPPB5-181RDB wird duch Dexniguldipin in beiden Methoden um
mehr als +190% in seiner Daunarubicinaufnahme gegentiber den unkehandelten resistenten
Zellen gesteigert.
Dexniguldipin fuhrt jedoch nicht zu einer vollstandigen Aufheburng der Resistenzmedca
nismen oer resistenten EPRB5-181RDB-Zellen, sondern nu zu einer teilweisen
Anndherung an das Akkumulationsniveau der mit Dexniguldipine behandelten sensitiven
Zéellen (FACS -49%, Transport -54%).

3.2.4 Humane Magenkarzinom-Zellen

EPG85-257P, EPG85-257/DAU
Die sensiblen EPG85-257P-Zell en akkumulieren nadch einer Inkubation mit Dexniguldipin
mogli cherweise weniger Daunarubicin as ohre Behandlung mit einem Chemosensiti zer
(FACS -10%, Transport -6%).
Der resistente Klon EPG85-257DAU wird duch Dexniguldipin in beiden Methoden je-
doch um mehr als +60% in seiner Daunarubicinaufnahme gegentiber den unkehandelten
resistenten Zellen gesteigert (FACS +62%, Transport +84%).
Dexniguldipin fuhrt auch hier nicht zu einer vollstandigen Aufhebung der Resistenzme-
chanismen der resistenten EPG85-257DAU-Zdlen, sondern nu zu einer tellweisen
Anndherung an das Sengitivitdtsniveau der mit Dexniguldipin behandelten sensitiven Zel-
len (FACS -48%, Transport -3%%).
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3.3 Mel3ergebnisse nach I nkubation mit Dexniguldipin oder Ciclosporin

Sowohl der Transportassay as auch die Durchflulizytometrie mesen, wie in 3.%a bis 3.1+
beschrieben, lineae Zusammenhénge der intrazelluléaren Daunarubicinkorezentration in Ab-
hangigkeit von der extrazelluldren Daunarubicinkorzentration. Trotz dieser Lineaitét sind
Mef3urterschiede beider Methoden beim Vergleich vonZellen, de mit Chemosensiti zer inku-

biert wurden, gegentiber der Kontroll gruppe vorhanden.

Bei den sensitiven F4-6-Zell en ergaben de Untersuchurgen (Grafik 3.3-a):

e Das Durchflufzytometer analysiert eine Minderakkumulation der F4-6-Zellen nach der
Inkubation mit Dexniguldipin urter das Niveau der nicht behandelten sensitiven Zellen. Da
dieses im Transportassay nicht zu bestétigen war, mul® eine direkte Minderung der
Daunaubicinfluoreszenz durch Dexniguldipin in Betradht gezogen werden.

e Nad Inkubation der sensitiven Zellen mit Ciclosporin verzeichnen sowohl die Durchflul3-
zytometrie ds auch der Transportassay eine intrazell uldre Akkumulation vonDaunarubicin
Uber das Niveau der nicht behandelten sensitiven Zellen hinaus. Die Akkumulation liegt
hoher as nadh Inkubetion der Zellen mit Dexniguldipin.

» Bei den sensitiven F4-6-Zellen beschreibt das Durchflufzytometer gegentiber dem Trans-
portassy eine Minderakkumulation radh Inkubation mit Dexniguldipin bzw. Ciclosporin
von mehr a's 19%.

Ahnlich wie bei den sensitiven F4-6-Zellen urterscheiden sich auch de Ergebniss bei den
resistenten F4-6RADR-Zellen (Grafik 3.3-a). Am deutlichsten wird dese Diskrepanz der
Mef3ergebnisse zwischen der Durchflulzytometrie und dem Transportassay bei den resistenten
F4-6RADR-Zéellen nach Inkubation mit Dexniguldipin.

e Wahrend mit der Durchflufzytometrie bei diesen Zellen nu eine Daunarubicinakkumul a-
tion auf 10”6 der Aufnahme sensitiver Zellen gefunden wird, beschreibt der
Transportassay eine Akkumulation auf 1626 der gleichbehandelten sensitiven Zellen. Das
ist ein Mef3urterschied vonmehr a's 50%.

* Wie auch schon ke den sensitiven Zell en festzustell en war, verzeichnen sowohl die Durch-
flulzytometrie ds auch der Transportassay nadh Inkubetion der Zellen mit CsA ene
intrazell ulére Akkumulation vonDaunarubicin tlker das Niveau der nicht behandelten sen-

sitiven Zdllen hinaus.
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Gezeigt werden hier die Mef3ergebnisse der sensitiven F4-6 und ar resistenten F4-6RADR-
Zellen. Aus Grinden der Vergleichbarkeit sind de Resultate in Prozent nach Inkubation der
Zellen mit 1,991umol/l Daunarubicin angegeben.

MeRBunterschiede bei den sensitiven F4-6-Zellen

159%

Prozent der sensitiven Kontrollgruppe

MeRBunterschiede bei den resistenten F4-6RADR-Zellen

Prozent der sensitiven Kontrollgruppe

Grafik 3.3-aund 3.3-b: Diese Abhildungen zeigen de Mef3ergebnisse der sensitiven F4-6 und
resistenten F4-6RARD-Zellen jeweils mit Dexniguldipin (DNIG) oder Ciclosporin (CsA) im
Vergleich zu nicht inkubierten Kontrollgruppen. Die exrazell uldre Dauna ubicinkonzentrati-
on lketragt 1,991 pmol/l. Als 100 wurde die Daunaubicinakkumulation der nicht
behanddlten sensitiven Zellen gesetzt. Die Kontroll gruppen sind de jeweil s nicht mit Chemo-

sensiti zer behandelten sensitiven bzw. resistenten Zellen.
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Bel dem Vergleich der Daunaubicinakkumulationsratios aler Zellinien nach Zugabe von

Ciclosporin oder Dexniguldipinist in der Tabell e 3.2-a zu sehen:

» DieDurchfluf&zytometrie emittelt bei den sensitiven undresistenten Zellen aller Zellreithen
in Anwesenheit eines Chemosensiti zers eine geringere Daunarubicinakkumulation als der
Transportassay. Nach Zugabe enes Chemosensitizers zu den Zellen betragt bei den F4-6-
Zellen mit Dexniguldipin de gemessene Minderakkumulation kis zu 2246 gegentiber den
nicht mit Dexniguldipin behandelten Zellen. Im Transportassay ist diese verminderte
Daunarubicinaufnahme nicht zu verifizieren. Diese Ergebnisse weisen auf einen systemati-
schen Mef3fehler der Durchfluf®ytometrie nach Inkubetion vonZellen mit Dexniguldipin

bzw. Ciclosporin hin.

3.4 Mel3unterschiede bal vesikelbildenden Zellen

Die bisherigen Ergebnisse betrachteten jeweil s die Gesamtaufnahme an Daunarubicin in de
Zellen. Das besagt jedoch wenig Uber die wirksame Menge an Daunarubicin am Angriffsort
des Chemotherapeutikums. Daunarubicin interkaliert in dem Zellkern mit der DNA und ver-
ursacdit eine Hemmung der Nukleinsduresynthese. Die Menge des an DNA gebundenen
Daunaubicins gibt somit Aufschluf® Gker die egentliche Sensitivitét der Zelle. Daher wurde
die gemessene Fluoreszenzintensitét zusétzlich zu der Gesamtaufnahme noch jeweil s mit der
Daunaubicinakkumulationin der gebundenen undzytoplasmatischen Fraktion kareliert. Bei
den F4-6, CCRF CEM und EPPB5-181-Zellen konrte @ne gute Korrelation der gebundenen
Fraktion im Transportassay mit der in der Durchfluf&ytometrie emittelten Gesamtaufnahme
an Daunarubicin festgestellt werden. Die voll stdndigen Grafiken zur Daunarubicinakkumula-
tion aler Zelrehen sowie die Korrelationen zwischen Transportasssy und
Durchfluf&zytometrie befinden sich im Anhang (Grafik 9.1-abis 9.6-g).

Gezeigt werden hier Ergebnisse der resistenten Magenkarzinom-Zellen EPG85-257DAU, bei
denen keine gute Korrelation der durchflufzytometrischen Mef3ergebnisse mit der gebundenen
Fraktion des Transportassays gefunden werden konrte. Die Zelleigenschaften deser Zellen

unterscheiden sich von dn Eigenschaften der anderen gemessenen Zellen. Die resistenten
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Magenkarzinom-Zellen EPG85-257DAU bilden bel Belastung mit Zytostatika Vesikel, in

denen z.B. das Daunarubicin akkumuliert undaus der Zell e transportiert wird.

Bel gleichen Ausgangswerten mach Inkubetion der Zellen mit Daunaubicin entsteht eine
signifikante Diskrepanz der Mel3ergebnisse nadch Inkubetion der resistenten Zellen mit Dexni-
guldipin. Die Durchfluf&ytometrie mifdt eine Zunahme der Daunarubicinakkumulation von
34% auf 56% des Niveaus der sengitiven Zellen. Der Transportassay ergibt hingegen in der
gebuncenen Fraktion der Zellen einen Anstieg der Daunarubicinaufnahme von 346 auf
12%%. Dies bedeutet eine 2,3-fach geringere Sensitivitét des Durchflulzytometers (FACS) bei
Mesaung der Zellen nmach Inkubation mit Dexniguldipin gegenliber dem Transportassay
(Transport).

5

S

8

OFACS

B Transport

8 &8 8 8

EPG85-25/DAU EPG85-257DAU + DNIG

o

Daunorubicinaufnahme
FACS (willkGr. Fluoreszenzeinheiten)
Tranport: Bindung (pmol/mg Protein)

Graphik 3.4.1: Mef3ergebnise des Durchfluf&zytometers (FACS) und der gebundenen Frakti-
on des Transportassays (Transport) bei den vesikdbil denden resistenten EPG85-257DAU-
Zdlen. Inkubiert wurde bei 1,993umol/l Daunaubicin mit und ohre 3,3 umol/l Dexniguldipin
(DNIG).
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3.5 Messungen von Subpopulationen in der Zellkultur

Gewebe und auch Blut bestehen aus Zellen urterschiedlicher Popuationen. Innerhalb deser
Gewebe ist zu Beginn einer Zellentartung nur ein geringer Prozentsatz der Zellen mogli cher-
weise resistent gegen Chemotherapeutika. Eine M6glichkeit, diese in vivo varkommenden
Zellpopuationen in vitro zu simulieren, ist die Mischung von resistenten undsensitiven Zel-
len. Es wurde untersucht, wie der Transportasssy und de Durchfluf®zytometrie diese

zusammengesetzten Zell suspensionen messen.

Transportassay

4000
3500 -+ L
3000 |

2500 + |

[ |
Kontrollgruppe
2000 - O grupp

O
1500 + M+ 10 pmol/l CsA

DNR Gesamtaufnahme
(pmol/mg Protein)

1000 +

500 —+ O

0 1 1 1 !
sen: 100% 50% 0% Mischungs-
res: 0% 50% 100% verhaltnis

Grafik 3.5-a: Grafische Auswertung s Transportassays arr Analyse von gemischten Popu-
lationen. Gezeigt sind Ergebnisse des Transportassay bel Mesaungen verschiedener Gemische
sensitiver (CCRF CEM) und resistenter Zellen (CCRF CEM DAC ; Anteil: 0%, 10%, 50%,
100%) unter Kontrollbedingungen (offene Symbole) und in Anwesenheit von Ciclosporin
(CsA) 10 umol/l (geschlossene Symbole). Mittelwert von n=3.
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Der Transportasssy ermdglicht bei Mischungen von Zellpopuationen nu eine relative und
zudem nicht sehr genaue Analyse der Mischurngsverhdtnisse. Eine Abschétzung ist nur mog-
lich, wenn zumindest die Daunaubicinakkumulation einer Zellreihe bekannt ist. Anhand der
Gesamtaufnahme der Mischpopudation im Vergleich zu der Akkumulation bekannter Zellrei-
hen kann eine Abschétzung probiert werden.

Das Durchfluf®ytometer mif3t die Fluoreszenz des akkumulierten Daunarubicins jeder einzel-
nen Zelle. Diese Einzelergebnisse kdnren dann in einem Diagramm wiedergegeben undauch
als absolute oder prozentuale Zellzahl angegeben werden. Durch dese Methode kann eine
Mischung von Zellen > 1:100erkannt und cargestellt werden.

Durchflulizytometrie

$12: /304D 1+1-02-B02FL2-H- 1959 NG Dal $#12: /304094 -02-QE2FLE-HN18%8 NG bal
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]
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il -
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- - < P e -
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it

Grafik 3.5-b: Grafik 3.5-c:

Dargestellt sind Originalprotokolle von Mesaungen der DurchfluRzytometrie. Gezeigt werden
in Grafik 3.5b Mesaungen von gemischten Zellpopuationen aus 50% sensitiven und 506
resistenten Zellen, in Grafik 3.5-c von 90% sensitiven und 106 resistenten Zellen. In den
oberen Grafiken ist kein Chemosensiti zer verwendet worden, in den urteren Grafiken wurde
zusatzlich mit 20umol/l CsA inkubiert.
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3.6 Mel3unterschiede bei Temperaturveranderungen

Die Funktion des P-Glykoproteins als membransténdige Effluxpumpe fur Zell gifte ist abhén-
gig von der Umgebungstemperatur. Das bedeutet, dal3 rach Inkubaetion vonMDR-Zellen mit
Daunaubicin, es durch AbkiHung der Zellen zu einer Mehranreicherung des Daunarubicins
innerhalb der Zelle kommen wird.

Eine vermehrte Aufnahme in de resistenten Zellen lield sich nu mit dem Transportassay
nachweisen. Die Abnahme der Temperatur von 37C auf 4°C fuhrte zu einer Zunahme des
Daunaubicin innerhalb der Zelle um 13%%. Mit der Durchflulytometrie konrte keine Zu-
nahme der Akkumulation in der Zelle festgestellt werden. Statt desseen nahm die
Fluoreszenzintensitét bei den resistenten Zellen bei AbkiHung von 37 auf 4°C um 24% ab.
Die temperaturbedingte Abnahme der Fluoreszenz Uberlagert also als physikalischer Effekt

die agentlich gegensinnig ansteigende Signali ntensitét der Daunarubicinakkumul ation.

In den sensitiven Zellen ist in beiden Mel3methoden eine Abnahme der Daunarubicinaufnah-
me nadgewiesen. Jedoch ist auch her die Verminderung des Signals in der
Durchfluf@zytometrie mit Abnahme der Fluoreszenz um 7% deutlich starker als beim Trans-

portassay mit einer Abnahme des Daunarubicingehaltes um 50%.
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Durchflulizytometrie
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Grafik 3.6-a1 Gemessen wurde die Fluoresznzintensitat der Zellen nach Inkubaion der

Zdllen mit 1,991pumol/l Daunaubicin bel unterschiedlichen Temperaturen.
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Grafik 3.6-b: Gezeigt ist die Dauna ubicingesamtaufnahme nach Inkubaion der Zellen mit

1,991umol/l Daunaubicin bel unterschiedlichen Temperaturen.
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4 Diskussion

Funktionelle Assays bieten die genaueste und sensiti vste Methode zur Bestimmung von trans-
portaszii erten Chemotherapeutikaresistenzen in Zell systemen (McGown et al. 1983. Durch
sieist eher eine Vorhersage klinischer Prognasen in der Tumortherapie moglich, as durch de

all einige Expressonsanal yse bei spiel sweise des P-Glykoproteins (Guerci et al. 1995.

Diese Arbeit vergleicht die Ergebnise zweler funktioneller Assays in der Tumorresistenzfor-
schurg. Anaysiert wurde die Daunaubicinaufnahme in P-Glykoprotein-positiven
Tumorzellen mit einer Sili kondfiltrations- und einer durchflufRzytometrischen Mel3methode.
Es gand de Daunaubicinaufnahme in vier verschiedene Zellinien (F4-6, CCRF CEM,
EPPB85-181 undEPG85-257) mit unterschiedlicher Herkunft und teilweise unterschiedlichen

Resistenzmedhanismen zur Diskusson.

Das verwendete Durchfluf&zytometer (FACS) der Firma Bedon Dickinson mif3t die Fluores-
zenzintensitdt von Stoffen, de mit einem Argonionenlaser bei einer Wellenlange von 488 m
angeregt werden konren. Daunaubicin wird zur Fluoreszenz mit der Wellenlange von 580
nm angeregt undist im FACS semiquantitativ mel3bar (Chaires 1982). Mef3daten zur Struktur
und Funktion von Zellen werden gleichzeitig mit einer Mesaung registriert. Das Mef3gerét
ermdglicht die Erfasaung gemischter Zell popuationen in einem Mef3vargang und erlaubt bei
der Auswertung durch ein ,gating* diese Popuationen voreinander abzugrenzen. Gegentiber
herkdmmlichen Proliferationsassays wird, duch de geringe Anzahl von kendtigten Zellen pro
Mel3vargang, eine Unabhéngigkeit des Mel3zeitpunktes von der tellweise langwierigen An-
zucht bis zur exporentiellen Vermehrung der Zellen in einer Kultur erreicht. Ein Nadteil der
Durchfluf&zytometrie ist, dal3 nu fluoreszierende Stoffe gemessen werden konren. Eine
durchfluf@ytometrische Resistenzdiagnostik von Tumorzellen wird daher immer unvdl stén-
dig bleiben. Auch |&3 die Gesamtaufnahme von Chemotherapeutika in eine Zelle ohre
genaue Kenntnis der jeweili gen Zell eigenschaften keine @ndeutige Aussage Uber den intra-
zellular wirksamen Anteil des Zell giftes zu. Ein bisher nicht genau geklértes Problem liegt in
der Abschwachung der Fluoreszenzintensitdt von Stoffen, ,, Quenching” (Unterdriickung)
genannt, welches fur Daunarubicin nach Bindurg an DNA nadgewiesen wurde (McGown et
al. 1983 Tarasiuk et a. 1989,Lankelma @ a. 1991,Dordal et a. 1995.

Als Transportassay wurde é@ne Sili kondfiltrationsmethode gewahlt. Diese quantitative Me-

thode beruht auf der Mesaung einer radioaktiv markierten Transportsubstanz und kann
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Transportvorgange efassen, de sich duch eine Verschiebung der Substanz in extra- und
intrazelluldre R&ume egeben. Eine umfasende Resistenzdiagnostik von Tumorzellen ist
durch den Einsatz der jeweiligen radioaktivmarkierten Transportsubstanz moglich. Intrazel-
lular aufgenommene Transportsubstanz, in den varliegenden Versuchen *H-Daunarubicin,
wird mit dieser Mesaung einer ,,zytosolischen” und einer ,,gebuncenen* Fraktion in der Zelle
zugeordnet. Als weitere Aufnahmegrofie egibt sich aus der Addition deser beiden Fraktionen
die Gesamtaufnahme von Daunaubicin in de Zelle. Als Nadteil bel dieser Methode sind de
vielen Pipettierschritte und Zentrifugationen anzusehen, de @nen hoten personellen und
zeitli chen Aufwand bedeuten. Des weiteren wird eine relativ grofe Anzahl von Zellen (ca 1¢°
- 10° Zellen) fir diese Methode benétigt. Dieses und der Umgang mit Radioaktivitdt macht
den Einsatz der Silikondfiltrationsmethode in der téglichen Kinischen Routinediagnostik

unwahrscheinli ch.

Als Chemosensitizer zur Resistenziberwindurg der mdrl-Gen-positiven Zellen wurden
Ciclosporin und Dexniguldipin verwandt. Dexniguldipin ist ein Kaziumkanalblocker mit
einer hoheren Potenz als das bereits klinisch verwendete Verapamil (HoOllt et a. 1999. Ihm
gegentiber besitzt das Dexniguldipin auch den Vortell Uber die Zeit der direkten Préasenz im
Medium hinaus das P-Glykoprotein langerfristig zu inhibieren (Roller et al. 1993. Dexnigul-
dipin wird in Zukurft moglicherweise @ne Alternative zu dem stark kardial wirkenden
Verapamil darstellen (Hofmann et a. 1994. Bel mdrl-Gen-paositiven Zelen korreliert die
Resensibili sierung resistenter Zellen durch Dexniguldipin mit der mef3baren Expresson des P-
Glykoproteins auf der Zell oberflache. Bei anderen Resistenzmedhanismen, wie z.B. der Ver-
anderungen der Topasomerase-ll-Aktivitét in den Tumorzellen, zeigt sich duch
Dexniguldipin keine Zunahme der Sensitivitét resistenter Zellen (Hofmann et al. 1994. Der
andere verwendete Chemosensiti zer Ciclosporin ist eéin Immunsupressvum und lefindet sich
bereits in Kinischer Erproburg zur Bednflussung von Resistenzen in der Tumortherapie
(Sikic e al. 1997). Ciclosporin verandert die physikali sch-chemischen Eigenschaften und de
Funktion der Zellmembran (Philli ps et a. 1993. Neben einer den Auswartstransport hem-
menden Komporente hat Ciclosporin nach urspezifische, bindurgsdeigernde Effekte an
sengitiven undresistenten Zellen. Diese fuhren zu einer vermehrten Akkumulation besonders
in der gebuncenen Fraktion des Silikondiltrationsassays (Dietel et al. 1994, Dorner 1996.
Zusétzlich weist das Losungsmittel fir Ciclosporin (Tween) einen eigenstandigen zell sensibi-

liserenden Effekt auf (DoOrner 1996. Der genaue Medanismus von Ciclosporin und
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Dexniguldipin, der zur Aufhebung der Resistenz in Tumorzellen fuhrt, ist nicht bekannt. Eine

unterschiedliche Wirkungsweise beider Chemosensitizer in der Sensitivierung von P-

Glykoprotein-pasitiven Zellen konrten Dietel et a. 1994 mdhweisen. Sie beschreiben eine

Resensibili sierung der gegen Adriamycin und Ciclosporin resistenten Zelli nie F4-6RADR-

Ciclosporin, duch de Kalziumkanalblocker Verapamil und Dexniguldipin.

In urseren Untersuchungen kann de Wirkungsweise der beiden Medikamente folgenderma-
[3en dargestellt werden.

Resistente Zell en inkukbert mit einem Chemosensiti zer:

Die CCRF CEM DAC-Zdllen, bei denen neben der Expresson des P-Gp auch eine ver-
minderte Topasomerase-ll-Aktivitét nachgewiesenen ist (Kapaun 1994, werden duch
Dexniguldipin nicht vollstandig auf das Akkumulationsniveau der gleichbehandelten sen-
sitiven Zell en gebracht (FACS -27%, Transportassay -19%).

Ciclosporin bewirkt hingegen eine Daunaubicinaufnahme in de CCRF CEM DAC Zellen
Uber das Niveau der ebenso behandelten sensitiven Zellen hinaus (FACS + 47%, Trans-
portassay + 179%).

Bei den F4-6RADR-Zdllen ist, wie bei den CCRF CEM DAC-Zellen, de Akkumulation
nadh Inkubation mit Ciclosporin ebenfall s grof¥er al's nadh Inkubetion mit Dexniguldipin.

In beiden verwendeten Untersuchungsmethoden konrte Dexniguldipin de Daunaubicin-
aufnahme der resistenten Zellen EPG85-257DAU und EPPB5-181RDB nicht auf das
Akkumulationsniveau der mit Dexniguldipin behandelten sensitiven Zellen erhthen
(EPPB5-181RDB: FACS -4%%, Transport -54%; EPG85-257DAU: FACS -48%, Transport
-39%). Fir die EPG85-257DAU-Zdllinie sind in der Literatur neben dem durch Dexnigul-
dipin gehemmten P-Glykoprotein nach andere funktionelle Resistenzmedianismen
beschrieben (Dietel et a. 1990,Seidel et al.1995,Reymann et al. 1996, was die persistie-
rende Minderakkumulation erkldren kann. Wahrscheinlich verfigen auch de EPPB5
181RDB ebenfalls Gber weitere Medhanismen, de zur Resistenzentwicklung der Zellen
beitragen.
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Sensitive Zellen inkubiert mit eéinem Chemosensiti zer:

e Ciclosporin verursadht in den sensitiven F4-6- und den CCRF CEM-Zéllen eine Daunaru-
bicinaufnahme lber das Niveau der Kontrollen hinaus (F4-6: FACS +28%, Transport
+59%, CCRF CEM: FACS +15%, Transport +16%).

* Be den sensitiven Zellinien F4-6 mit Dexniguldipin ist im Durchfluf&ytometer ein ver-
mindertes Fluoreszenzsignal gegeniiber den Kontrollen zu verzeichnen. Dieses Ergebnis
konnte im Transportassay nicht bestétigt werden (FACS -22%, Transport +2%) und keruht
also nicht auf einer Anderung der Daunarubicinakkumulation sondern eher auf einer durch
Dexniguldipin indwzierten Dampfung des Fluoreszenzsignals.

e Die Inkubation der CCRF CEM Zellen mit Dexniguldipin fuhrte zu einem Uberraschenden
Ergebnis. Diese sensitiven Zellen mit Dexniguldipin akkumulieren mehr Daunarubicin as
die sensitive Kontrollgruppe (FACS +8%, Transport +25%). Der mdgliche Hintergrund
dieser gesteigerten Aufnahme ist, dal3 de CCRF CEM Zellen als humane T-Zell-Leukamie
eine um 40% hohere P-Gp-Expresson bkesitzen als periphere Lymphazyten des Nor-
mal blutes (Kapaun 1993.

e Dexniguldipin bewirkt bei den sensitiven Zellen EPG85-257P und EPP85-181P eine nicht
eindeutig zu erklarende Minderakkumulation von Daunarubicin in den Zellen (EPRB5-
181RDB: FACS -28%, Transport -11%; EPG85-257DAU: FACS -10%, Transport -6%).

Der Transportasssy und dbs Durchflulzytometer messn eine lineae Zunahme der
Daunarubicingesamtaufnahme in Abhangigkeit von der eingesetzten extrazelluldren Anthra-
zyklinmenge. Die vorliegenden Ergebnise der Gesamtaufnahme zeigen mit r’= 0,983 eine
gute Korrelation beider Mel3methoden miteinander. Die gute Vergleichbarkeit der durchflul3-
zytometrisch gemessenen Daunarubicinmenge mit quantitativen Analysen befindet sich somit
im Einklang zu den Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen (McGown et al. 1983,Merlin et al.
1994). Dorda et a. zeigten 1995eine Propationalitét der gemessenen Daunarubicinaufnah-
me im Vergleich einer Silikondfiltrationsmethode mit einer durchfluf®ytometrischen
Mesaung im Bereich von 4 his 20 uM Daunarubicin. Unsere Untersuchurngen zeigen schon
ab der gemesen Anfangskonzentration von 0,286umol/l Daunarubicin eine gute Korrelation
beider Mef3methoden.
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Daunaubicin verteilt sich nach der Diffusion duch de Zellmembran in verschiedene Zell-
kompartimente, aus denen es zum Teil nicht mehr in Losung gehen kann (Dordal 1995. Die
Fluoreszenz betreffend lasen sich dese Zellkompartimente in einen Bereich mit Quenching
und einen Bereich ohre Quenching unterteilen. Nur im Bereich ohre Quenching kann dbs
Daunaubicin namal zur Fluoreszenz angeregt werden undist somit uneingeschrankt mef3ber.
Im Quenching-Bereich kann das Daunarubicin nach Bindurg an de DNA nicht mehr normal
zur Fluoreszenz gebradit werden undwird von der Durchflufizytometrie nur noch stark redu-
ziert gemesen (Lankelma 1991). Tarasiuk et al. zeigten 1989, @R von ar Fluoreszenz-
intensitdt des Daunaubicins durch Titration mit DNA mehr als 97% der Fluoreszenz gequen-
ched werden konren. McGown et al. beschreiben 1983eine gute Lineaité zwischen einer
direkten Mesaung der Gesamtaufnahme von Daunaubicin undeiner durchfluf3zytometrischen
Mel3methode. Sie beziffern dabei das Ausmald des Quenching auf 15% des intrazell uléren
Daunarubicins. Dordal et a. weisen 1995 drauf hin, dald das Ausmal3d des Quenching inner-
halb einer Zelle nicht von der extrazell uldren Anthrazyklinkoreentration abhangig ist sondern
nur von der Menge an DNA, die zur Bindurg fur die Anthrazykline bereitsteht. In der Litera-
tur wurde der Zusammenhang zwischen dem Quenching von Fluoreszenz und der Bindurg
von Anthrazyklinen an DNA bisher nicht bestritten. Meinungsunterschiede bestehen darin, ob
die Anthrazyklinkorzentration oder aber die Menge an Zell-DNA die primare Komporente
ist, die zu desem Phanomen flhrt. Fest steht, dal3 de Anthrazykline mit der DNA erst inter-
kalieren missen, um wirksam zu sein. Somit stellt vermutlich dieser Quenching-Bereich den

eigentlich effektiven Antell des aufgenommenen Daunarubicins dar.

Die vorliegenden Ergebniss lassn keine e@ndeutigen Aussgen zu desem Medanismus des
Quenching in den Zellen zu. Sowohl in den CCRF, den F4-6 und én EPPB5-181 Zdlli nien ist
die Korrelation zwischen der gemessenen Fluoreszenzintensitdt und der gebundenen-, zytoso-
lischen- und der Gesamtaufnahme & 0,286umol/l bis 5,784 umol/l Daunarubicin annéhernd
gleich gut und im Schwankungsbereich von vutalem Untersuchungsmaterial. Bemerkenswert
ist jedoch, dal3 im Vergleich der Ergebnisse der Gesamtaufnahmen beider Mef3methoden, bei
der Durchflufzytometrie immer geringere Ratios berechnet wurden as im Transportassay.
Dieses, verbunden mit der Lineaitét der Messungen und e guten Korrelation der Ergebnisse
der beiden Methoden zueinander, konrte en Hinweis auf ein prozentuales Quenching-

Phdnomen vonintrazell uldrem Daunarubicin sein.
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Bel den vesikelbildenden Zellen EPG85-257/DAU korreliert neben der Daunaubicinge-
samtaufnahme der Zellen nu noch de zytosolische Fraktion mit der gemessenen
Fluoreszenzintensitét. Das intrazelluldr gebundene Daunaubicin nmmt in desen Zellen
Uberpropational zu. Eine Inkubetion der resistenten EPG85-257DAU-Zellen mit 3,3 pmol
Dexniguldipin ergibt im Durchfluf&zytometer eine Zunahme der Daunaubicinakkumulation
um 34%, in der gebuncdenen Fraktion des Transportassay hingegen um mehr als 230% gegen-
Uber der resistenten Kontrollgruppe. Bei den varliegenden Ergebnissen befinden sich de mit
Daunaubicin geflllten intrazelluldren Vesikel der EPG85-257DAU bel der Auswertung der
Sili kondfiltrationsmethode wahrscheinlich in der gebundenen Fraktion. Hingegen konrten
Reymann et al. 1996zeigen, dalR sich dese Vesikel im Sili kondfiltrationsassay in der zytoso-
lischen Phase wiederfinden. Die Unterschiedli chkeit der Ergebnisse kann duch de begrenzte
Anzahl an Versuchen an den lebenden Zell systemen begriindet sein.

Das P-Glykoprotein als membransténdige Effluxpumpe fir Zellgifte abeitet temperaturab-
hangig (Reymann et al. 1983. Resistente Zellen akkumulieren bei geringerer Inkulbetions-
temperatur mehr Daunarubicin as bei 37°C. Eine Zunahme der intrazell uldren Daunarubicin-
aufnahme konrte im Transportassay bei AbkiuHung der Zellen von 37C auf 4°C um 134%
nachgewiesen werden. Dieses Akkumulationsverhalten konrte mit der Durchflul&ytometrie
nicht dargestellt werden. Die Fluoreszenz des Daunarubicins in den Zellen nahm bel gleichen
V ersuchsbedingungen sogar um 24% ab. Eine Ursache hierfir liegt in mogli chen intrazell ulé
ren Vorgangen. So verandert sich de Fluoreszenz von Farbstoffen bei Anderung des pH-
Wertes oder bei Auskristalli sation. Bei Daunarubicin andert sich de Farbe von Hal¥rot / rosa
bei sauren pH-Werten hin zu bau bei akalischen pH-Werten (Merck-Index 1996. Durch de
radioaktive Markierung Daunaubicins im Transportassay hingegen fuhren intrazelluléren
Anderung der Eigenschaften eines Farbstoffes nicht zu einer Verdnderung des Ergebnisses.
Ubereinstimmend weisen beide Versuchsmethoden eine Abnahme der Daunarubicinakkumu-
lation in den sensitiven Zellen madh. Dieser Vorgang konrnte durch eine geringere
Diffusionsgeschwindigkeit des Daunarubicins in de Zelle hinein duch de herabgesetzte

Brown’ sche Molekularbewegung bel Verringerung der Temperatur verursact worden sein.

Bei definierter Inkubetionstemperatur von Zellen scheint die gute Ubereinstimmung der Er-

gebnise beider Mefimethoden eine Einfihrung der Durchflulizytometrie auf dem Gebiet der
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funktionellen Tumordiagnostik zu redtfertigen. Zudem ermdglicht die Durchflul&zytometrie
eine Analyse bestimmter Zellen innerhalb einer gemischten Zellsuspension kis zu einem
Mischungsverhéltnis von > 1:100 undes werden im Vergleich zur Sili kondfiltrationsmethode
nur 1/20 der Zellen und X110 an Zeit fir die Messungen bendtigt. Mit dem Transportassay sind
durch de Auftelung der Daunaubicinakkumulation in verschiedene Zellkompartimente,
Unterschiede im Akkumulationsverhalten von Zellen erforschber. Beide Methoden erlauben
mit der Darstellung der Gesamtaufnahme @ne Abschétzung der vorhandenen Resistenz von
Zellen. Die EPG85-257DAU zeigen, dal3 de Kenntnis von speziellen Zell eigenschaften bel
beiden Mefd3methoden fir eine Auswertung der Mef3ergebnise mit Abschétzung einer klini-

schen Prognase wichtig ist.
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5 Zusammenfassung

Die Multidrug Resistenz als induzierte Kreuzresistenz von Tumorzellen wird durch das mem-

branstandige Glykoprotein P-Gp 170 \ermittelt. Die bereitsin Klinischen Studien urtersuchten
Chemosensiti zer Ciclosporin undVerapamil bewirken Gker nicht genau bekannte Mecdhanis-
men eine Resensibili sierung der resistenten Zellen. Funktionelle Transportassays bieten eine
sensitive Moglichkeit zur Abschdtzung der Resistenz von Tumorzellen, da durch sie auch
atypische Resistenzformen von Zellen erfaldt werden konren. Diese Arbeit beschéftigt sich
mit der Vaidierung einer durchflufiytometrischen Methode zur Messung der Daunarubicin-
aufnahme von Tumorzellen mit unterschiedlichen Formen transportassoziierter
Zytostatikaresistenz. Als Referenz wurde ene auf Radioaktivitétsmesaung beruhende Sili kon-
oOlfiltrationsmethode gewdahlt, die @ne Aufteilung der Daunarubicingesamtaufnahme in einen
gebundenen undzytosoli schen Anteil ermdglicht.

Die Mef3chten der Daunarubicingesamtaufnahme zeigen in beiden Methoden mit r? > 0,95
eine gute Korrelation der beiden funktionellen Assays fur die Tumorzellinien CCRF CEM,
F4-6, EPPB5-181-Z€llen, sowie fur ihre resistente Subkione, bei denen Ukerwiegend das P-
Glykoprotein als Resistenzmedhansimus wirksam ist. In folgenden Punkten ergaben sich
jedoch Unterschiede zwischen den Mef3ergebnissen beider Methoden: In gemischten Zell sus-
pensionen war durchfluf®zytometrisch nach ein Zellantell von < 1% erfal3bar, wahrend im
Transportassay allenfals ein Zellanteil von > 10% nadhgewiesen werden konrte. Der Einsatz
der Chemosensiti zer Dexniguldipin undCiclosporin flihrte zu einer Verminderung der durch-
flulzytometrisch ermittelten Fluoreszenzintensitdt um bis zu 224. Diese Abnahme der
Daunaubicinakkumulation trat im Transportassay nicht auf. Eine Hemmung des P-
Glykoproteins durch Verringerung der Temperatur auf 4°C fuhrten im Transportassay in den
resistenten CCRF CEM DAC-Zéllen zu einer Erhéhurg der Daunarubicinaufnahme um mehr
als 130%. Durchflufzytometrisch wird diese vermehrte Daunarubicinaufnahme wahrschein-
lich voneinem Effekt der Abnahme der Fluoreszenzintensitét Uberlagert, denn es wurde ene
Abnahme der Fluoreszenz um > 20% gemessen. Bel den vesikelbil denden resistenten Zellen
EPG85-257DAU mifdt das Durchfluzytometer nach Inkubation der Zellen mit Dexniguldipin
eine 2,3-fach geringere Daunarubicinaufnahme gegeniiber der im Transportasssy gemessenen
gebundenen Daunarubicinakkumulation.

Eine gute Abschédtzung der Daunarubicinaufnahme durch durchfluf&zytometrische Mesaungen
ist somit abhéngig von Kenntnissen Uber spezielle Resistenzmedanismen von Zellen und

setzen standardisierte Untersuchungsbedingungen varaus.
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Anhang

Im Folgenden sind fir alle gemessenen Zédlli nien die Ergebniss grafisch dargestellt. Exempla-

risch wird jeweil s ein Versuch mit den Zell en gezeigt.

Legende der nachfolgenden Diagramme:

Grafik a

Grafik b:

Grdfik ¢

Grafik d:

Grefik e

Grafik f:

Grafik g:

Durchflul@ytometer: Angegeben ist die Fluoreszenzintensitét der Zellenin

Bezug zu der extrazell uldren Daunarubicinkoreentration.

Transportassay: Gesamtdaunarubicinkorezentration pro mg intrazell uléren

Proteinsin Bezug zu der extrazell uléaren Daunarubicinkorezentration.

Transportassay: Menge des intrazell uléar gebundenen Daunarubicins pro mg
intrazell uldren Proteins in Bezug zu der extrazell uléren Daunarubicinkorzen-

tration.

Transportassay: Menge des zytosoli sch vorliegenden Daunarubicins bezogen
auf das Zell volumen in Bezug zu der extrazell uldren Daunarubicinkoreen-

tration.

Vergleich der im Durchflulytometer gemessenen Fluoreszenzintensitat mit

der Gesamtaufnahme im Transportassay.

Vergleich der im Durchflulytometer gemessenen Fluoreszenzintensitat mit

der im Transportassay ermittelten gebundenen Fraktion.

Vergleich der im Durchflulytometer gemessenen Fluoreszenzintensitat mit

der im Transportassay ermittelten zytosoli schen Fraktion.
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8.1 Murine Erythroleukamie-Zellen +/- Dexniguldipin
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Grafik 8.1-abis9.1-d
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Transportassay / Durchflul3zytometrie

Murine Erythroleuk&mie-Zellen +/- Dexniguldipin
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Grafik 8.1-e bis 9.1-g

Gezeigt sind de Mef3ergebnise der einzelnen Zellfraktionen bezogen au die gemessenen
Fluoresznzintensitaten fir die F4-6 (¢) und F4-6RADR (x) mit und ohre Dexniguldipin.
ZusédtZlich sind de Steigungen der Korrelationsgeraden und aren Wahrheitswert zu den
Mef3purkten augetragen.
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8.2 Murine Erythroleukamie-Zellen +/- Ciclosporin
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Grafik 8.2-abis9.2-d



ANHANG

74

Transportassay / Durchflul3zytometrie

Murine Erythroleukdmie-Zellen +/- Ciclosporin

Gesamtaufnahme / Fluoreszenzintensitaten
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Grafik 8.2-ebis9.2-g

Gezeigt sind de Mefergebnise der einzelnen Zellfraktionen bezogen au die gemessenen

Fluoresznzintensitaten fur die F4-6 (¢) und F4-6RADR (x) mit und ohre Ciclosporin. Zu-

satZich sind de Seigungen der Korrelationsgeraden und aren Wahrheitswert zu den

Mel3purkten aufgetragen.
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8.3 Humane T-Z€l-Leukamie +/- Dexniguldipin
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Grafik 8.3-abis 9.3-d
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Transportassay / Durchflul3zytometrie

Humane T-Zédl-L eukdmie +/- Dexniguldipin

Gesamtaufnahme / Fluoreszenzintensitaten
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Grafik 8.3-ebis9.3.9

Gezeigt sind de Mef3ergebnise der einzelnen Zellfraktionen bezogen au die gemessenen
Fluoresznzintensitaten fir die CCRF CEM (¢) und CCRF CEM DAC (x) mit und ohre
Dexniguldipin. ZusatZich sind de Seigungen der Korrelationsgeraden und aren Wakhr-
heitswert zu den Mel3purkten aufgetragen.
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8.4 Humane T-Z€ll-Leukamie +/- Ciclosporin
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Grafik 8.4-abis 9.4-d
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Transportassay / Durchflul3zytometrie

Humane T-Zell-L euk&mie +/- Ciclosporin

Gesamtaufnahme / Fluoreszenzintensitaten
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Grafik 8.4-ebis9.4-g

Gezeigt sind de Mefergebnise der einzelnen Zellfraktionen bezogen au die gemessenen
Fluoresznzintensitaten fir die CCRF CEM (¢) und CCRF CEM DAC (x) mit und ohre
Ciclosporin. Zusitzlich sind de Steigungen der Korrelationsgeraden und aren Wahrheits-
wert zu den Mef3purkten augetragen.
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Grafik 8.5-abis 9.5-d
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Transportassay / Durchflul3zytometrie

Humane Pankreaskarzinom-Zellen +/- Dexniguldipin
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Grafik 8.5-e bis 9.5-g
Gezeigt sind de Mefergebnise der einzelnen Zellfraktionen bezogen au die gemessenen

Fluoresznzintensitaten fur die EPP85-181P (¢) und EPP85-181RDB (x) mit und ohre Dex-
niguldipin. Zusatzlich sind de Seigungen der Korrelationsgeraden und aren Wahrheitswert
zu den Mel3purkten aufgetragen.
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8.6 Humane Magenkarzinom-Zellen +/- Dexniguldipin

950 - DurchfluBRzytometer
‘M- EPGB85-257P -@-EPGB85-257P +
DNIG
g ;C; 200 T A EPG85-257DAU ¢ EPG85-257DAU
2 T + DNIG
[9]
L £ 150
5
5§ 100 1 %
L 5
[ B
235 501 — 4
0 - — : : : : 1
1 2 3 4 5
DNR im Medium (umol/l)
Gesamtaufnahme
8000 -
- EPG85-257P -@-EPG85-257P +
E 7000 - DNIG
S © 6000  -A-EPG85-257DAU > EPG85-257DAU
£ 2 + DNIG
3 © 5000
‘é‘ a
S o 4000 -
g £
® & 3000 -
z §
z £ 2000 +
a
1000
0 3 : : : : : i
0 1 2 3 4 5
DNR im Medium (umol/l)
Gebund ene Fraktion
300 X
‘M EPGB85-257P @ EPG85-257P + —
250 DNIG ///
o £ -A-EPG85-257DAU -3¢ EPG85-257DAU -
S g 200 + DNIG //X
g &
mn o
z E 150
8 g 100
A=
50
0 ‘ : : : : i
1 2 3 4 5
DNR im Medium (umol/l)
1400 Zytoplasmatische Fraktion
‘M EPGB85-257P @ EPG85-257P +
- 1200 DNIG
o | A EPG85-257DAU -3¢ EPG85-257DAU
2 1000
+ DNIG
E X
&5 800 -
g E
2 2 600
N
14 400
pd
& A
200
0 : ; : : : |
1 2 3 4
DNR im Medium (umol/l)

Grafik 8.6-abis 9.6-d
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Transportassay / Durchflul3zytometrie

Humane Magenkarzinom-Zellen +/- Dexniguldipin
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Grafik 8.6-e bis9.6-g
Gezeigt sind de Mel3ergebniss der einzelnen Zellfraktionen bezogen auf die gemessenen

Fluoreszenzintensitéten fur die EPG85-257P (¢ ) und EPG85-257DAU (x) mit und ohre
Dexniguldipin. Zusétzlich sind de Steigungen der Korrelationsgeraden und eren Wahrheits-
wert zu den Mef3punken aufgetragen.



