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ATP Adenosintriphosphat

°C Grad Celsius

Ca Karzinom

CCRF CEM sensitiver Klon einer menschlichen T-Zell -Leukämie-Zelli nie

CCRF CEM DAC resistenter Klon der menschlichen T-Zell -Leukämie-Zelli nie

CsA Cyclosporin A (Ciclosporin)

DNA Desoxyribonucleic acid (Desoxyribonukleinsäure)

DNIG Dexniguldipin

DNR Daunorubicin (Daunomycin)

EPG85-257P sensitiver Klon einer menschlichen Magenkarzinom-Zelli nie

EPG85-257DAU resistenter Klon der menschlichen Magenkarzinom-Zelli nie

EPP85-181P sensitiver Klon einer menschlichen Pankreaskarzinom-Zelli nie

EPP85-181RDB resistenter Klon der menschlichen Pankreaskarzinom-Zelli nie
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P-Gp 170 P-Glykoprotein 170

IC50 Inhibition Concentration (Konzentration, die zu einer 50%igen

Wachstumshemmung von Zellen benötigt wird.)

MDR Multidrug-Resistenz

MEM minimal essential medium (Kulturmedium der Fa. Gibco, Deutschland)

MG Molekulargewicht

n Anzahl der Versuche

PEG Polyethylenglykol

PCR Polymerase chain reaktion (Polymerasekettenreaktion)

RNA Ribonucleic acid (Ribonukleinsäure)

SSC Side-Scatter (Seitwärtsstreulicht)

TCA Trichloroacetic acid (Trichloressigsäure)

Transport Transportassay; Synonym: Sili konölfilt rationsmethode
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1 Einleitung

Maligne Erkrankungen stellen nach den Erkrankungen des Herz-Kreislauf-Systems die zweit-

häufigste Todesursache in West-Europa dar (Gause et al. 1991). Ihre Therapie ist ein zentrales

Thema der Medizin. Ein großes Problem ist dabei die zu beobachtende Entwicklung von

Therapieresistenzen. Neben einer hohen natürlichen Unempfindlichkeit von Tumorzellen

gegenüber Chemotherapeutika, als Primärresistenz bezeichnet, werden Sekundärresistenzen

als erworbene Form der Resistenz beobachtet, bei der sich die malignen Zellen während der

Therapie anpassen und dadurch überleben: Bei zunächst erfolgreicher Erstbehandlung mit

Remission des Tumors kommt es nach einer Latenzzeit zu therapierefraktären Rezidiven. Zu

finden sind diese Sekundärresistenzen besonders häufig bei kleinzelli gen Bronchialtumoren,

Leukämien und einigen Brust- und Ovarialtumoren (Erttmann 1989).

Einige wichtige Beispiele verschiedener maligner Resistenzmechanismen sind:

• Veränderung von Zielenzymen. Führt zu einer geringeren Aff inität und Wirkung des Che-

motherapeutikums auf die Zelle. Beispiel: Änderungen der Dihydrofolsäurereduktase unter

Methotrexatbehandlung (Galivan 1981, Frei et al. 1984).

• Steigerung der Reperaturgeschwindigkeit der Zelle bei aufgetretenen DNA-Schäden. Ge-

zeigt wurde dies bei Schädigungen der DNA durch Mitomycin (Will son et al. 1984),

Cisplatin (Seeber et al. 1982, Teicher et al. 1987) und Adriamycin (Zijl stra et al. 1987).

• Vermehrter Auswärtstransport von Chemotherapeutika aus der Zelle. Das P-Glykoprotein

als ein membranständiges ATP-abhängiges Tunnelprotein verursacht eine Kreuzresistenz

gegen strukturell unterschiedliche Chemotherapeutika (Kartner et al. 1983, Hamada and

Tsuruo 1988).

• Verminderung des aktiven Influx eines Chemotherapeutikums in die Zelle. Beschrieben für

Methotrexat (Frei et al. 1984) und Cisplatin (Richon et al. 1987).

• Erhöhung der Aktivität der Gluthation-S-Transferase. Konjugation von Alkylanzien,

Mitoxantron und Cyclophosphamid mit nachfolgender Ausschleusung aus der Zelle be-

wirkt eine schnelle intrazelluläre Zytostatikainaktivierung (Wolf et al. 1986, Dulik et al.

1986, McGown et al. 1986, Deff ie et al. 1988).
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• Verminderung der Aktivität der Topoisomerase-II. Dies führt zu verminderten Genreplika-

tionen und Zelldifferenzierungsprozessen, so daß weniger Doppelstrangbrüche entstehen

(Danks et al. 1987, Reichle et al. 1991).

• Verminderte Aktivierung von Zytostatika in der Zelle. Eine verminderte enzymatische

Umwandlung von 1-β-D-Arabinofuranosylcytosin zu einem zytotoxischen Metaboliten

konnte bei akuten Leukämien 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 nachfolgender

mikrotubuliabhängiger Exozytose (Dietel et al. 1990).

• Verminderung der intrazellulären Daunorubicinakkumulation durch neue energieabhängige

Exportprozesse. Hedley et al. beschreiben 1997 einen neuen, vom P-Glykoprotein ab-

grenzbaren, Auswärtstransport von Daunorubicin aus Zellen.

 

Die „Multidrug-Resistenz“ (MDR) ist ein in-vitro Modell für klinisch zu beobachtende The-

rapieresistenzen maligner Erkrankungen. Juliano und Ling konnten 1976 eine Korrelation der

Expression eines Glykoproteins auf der Zelloberfläche mit einer teilweisen oder auch kom-

pletten Aufhebung der Sensitivität maligner Zellen gegenüber strukturell unterschiedlichen

Therapiesubstanzen nachweisen. Dieses 170-180 kD große P-Glykoprotein (P = Permease) ist

dimer strukturiert und hat eine Gesamtlänge von 1280 Aminosäuren. Beide Untereinheiten

besitzen jeweils eine im Zytoplasma der Zelle lokalisierte Bindungsstelle für ATP und sechs

transmembranäre Domänen. Vermutlich ergibt sich nach der Bindung der beiden Molekül-

strukturen aneinander ein in die Zellmembran integriertes Tunnelprotein (Kartner et al. 1983,

Juranka et al. 1989). Hinweise auf die Funktion des Glykoproteins brachte die Beobachtung

der herabgesetzten intrazellulären Akkumulation für Anthrazykline, Vinca-Alkaloide und

Epipodophyllotoxine. Aber auch andere Substanzen wie z.B. Cortison, Dexamethason, Al-

dosteron, Proteine, Zucker-Polymere und Ionen werden über das P-Gp transportiert (Ueda et

al. 1992, Juranka et al. 1989). Eine chemische Veränderung von Daunorubicin zu

4-demethoxy-Daunorubicin führt hingegen dazu, daß diese Substanz nicht mehr aus der Zelle

transportiert werden kann (Hedley et al. 1997).

Vergleiche der Molekularstrukturen lassen Ähnlichkeiten des P-Glykoproteins zu anderen

bakteriellen Tunnelproteinen wie z.B. dem Chloroquin-Resistenz verursachenden Transport-

protein von Plasmodium falciparum, dem Überträger der Malaria tropica (Foote et al. 1990),
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und zum Hämolysin Transportprotein (hyl B) aus E. coli erkennen (Gerlach et al. 1986).

Nachweise des P-Glykoproteins auf humanen Geweben, meist mit immunhistochemischen

Methoden durchgeführt, konnten das Protein in Niere und Nebenniere (Fojo et al. 1987),

Leber, Pankreas, Colon, Jejunum (Thiebaut et al. 1987) und auf Endothelzellen der Blut-Hirn-

Schranke (Sugawara et al. 1988, Thiebaut et al. 1989) aufzeigen. Im Uterus der Maus wurde

eine durch Gravidität hervorgerufene starke Induktion des P-Glykoprotein kodierenden mdr1-

Gens festgestellt (Arceci et al. 1988). Die Expression auf der meist lumenwärts gerichteten

Oberfläche der Epithelien könnte ein Hinweis auf eine physiologische Beteili gung bei der

Sekretion von Stoffwechselprodukten und natürlich toxischen Substanzen u.a. in Galle, Urin

und direkt in das Lumen des Gastrointestinaltraktes sein (Thiebaut et al. 1987). Klinische

Bedeutung erhielt das P-Gp 170 durch die Unempfindlichkeit von P-Gp-positiven Zellen

gegenüber mehreren gebräuchlichen Chemotherapeutika. Beschrieben sind hohe Resistenz-

grade gegenüber Vinca-Alkaloiden, Anthrazyklinen, Actinomycin D, Colchicin und

Bleomycin (Kartner et al. 1983, Nielsen et al. 1992). Eine Möglichkeit zur Überwindung der

Multidrug-Resistenz ergibt sich durch den Einsatz von sogenannten „Chemosensitizern“ . Ihre

genaue Wirkungsweise in Bezug auf das P-Glykoprotein ist nicht bekannt. Gemeinsamkeit

besteht jedoch in der Erhöhung der Empfindlichkeit der resistenten Tumorzellen.

Zu der chemisch heterogenen Gruppe von Chemosensitizern gehören:

• Ca-Antagonisten, z.B. Verapamil (Tsuruo et al. 1982)

• Kalmodulin Inhibitoren, z.B. Phenotiazine (Tsuruo et al. 1982)

• Ciclosporin  (Cyclosporin A) (Twentyman et al. 1990, 1992)

• Dihydropyridinderivate, z.B. Dexniguldipin (Reymann et al. 1993)

• Antiöstrogene, z.B. Tamoxifen, RU486 (Gruol et al. 1994).

Klinische Studien zur Überwindung von P-Gp bedingten Tumorresistenzen wurden bei-

spielsweise mit Ciclosporin und Verapamil durchgeführt. Ein Nachteil beim Einsatz dieser

beiden Chemosensitizer ergab sich aus den dosislimiti erenden Nebenwirkungen (Dalton et al.

1989, Sikic et al. 1991). Eine weitere Möglichkeit zur Überwindung der Resistenzen von

Zellen zeigten Rahmann et al. 1992 auf. Sie beschrieben eine höhere Zelltoxizität bei Ver-

wendung eines liposomal enkapsulierten Doxorubicins gegenüber freiem Doxorubicin.

Insgesamt ist die spezifische Behandlung Multidrug-resistenter Tumorerkrankungen klinisch

noch nicht etabliert. Dies liegt auch daran, daß im therapeutischen Einzelfall nur ganz aus-

nahmsweise und zu Forschungszwecken der Versuch einer Resistenzdiagnose durchgeführt

wird (Murren et al. 1991). Neben immunhistochemischen und molekularbiologischen Metho-
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den zur Resistenzdiagnose könnte vor allem der funktionellen Resistenzmessung besonderer

Aussagewert zukommen. Erniedrigte intrazelluläre Zytostatikaspiegel können direkt gemessen

und ihre Anhebung durch geeignete Chemosensitizer experimentell geprüft werden. Merlin et

al. beschreiben 1995 eine gegenüber der Analyse der Expression des P-Glykoproteins bessere

klinische Vorhersagbarkeit der Prognose bei Patienten mit akuter myeloische Leukämie durch

eine funktionelle Messung mittels der Durchflußzytometrie.

Diese Arbeit befaßt sich deshalb mit dem Versuch der Evaluierung einer durchflußzytometri-

schen Meßmethode zur zellulären Aufnahme von Anthrazyklinen. Zum Vergleich ist eine

quantitative auf Radioaktivitätsmessung ausgerichteten Sili konölfilt rationsmethode gewählt

worden, die Rückschlüsse auf Verteilungsunterschiede des Transportmittels innerhalb der

Zelle zuläßt. Es soll untersucht werden, welche Einflüsse intrazelluläre Verteilungsunter-

schiede von akkumulierten Daunorubicin auf die Ergebnisse in der Durchflußzytometrie

haben. Das Ziel der vorliegenden Experimente ist es also, die Möglichkeiten und Grenzen der

Durchflußzytometrie näher zu untersuchen.
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2 Material und Methoden

2.1 Zellkulturen

Die Versuche zum Vergleich der beiden Meßmethoden wurden an vier Zelli nien und ihren

resistenten Subklonen durchgeführt. Es wurden bereits in der Forschung etablierte Zelli nien

mit unterschiedlicher biologischer Herkunft, unterschiedlichen Zelleigenschaften und unter-

schiedlichen Resistenzgraden verwendet.

Gemeinsames Merkmal der verschiedenen Zelli nien ist eine Expression des P-Glykoproteins

in der Zellmembran der resistenten Subklone.
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2.1.1 Murine Erythroleukämie-Zellen

Bei den verwendeten F4-6-Zellen handelt um eine von C. Friend vom Sloan-Kettering Institut

for Cancer Research, New York, transformierte murine Erythroleukämie-Zelle. Die perma-

nente Kultivierung gelang Friend 1966 durch eine Virusinduktion des Mäusestammes DBA/2

(Friend et al. 1966). Prof. Dr. W. Ostertag, Heinrich-Pette-Institute für Experimentelle Viru-

logie und Immunologie, Hamburg, selektionierte einen gegen Doxorubicin resistenten

Subklon dieser Zelli nie (F4-6RADR). Zur Verfügung gestellt wurden diese beiden Linien

durch Dr. A. Schaefer und Dr. G. Steinheider, Pharmakologisches Institut, Abteilung Allge-

meine Toxikologie, Universität Hamburg. Die Kultivierung erfolgte bei 37°C und 5% CO2

zur Atmosphärenluft in MEM-alpha-Medium, 10% fetalem Kälberserum, L-Glutamin (2

mmol/l ), Penicilli n G (50 U/ml), Streptomycin (50 µg/ml) und Natriumpyruvat (100 µMol/l ).

Zur Erhaltung der Resistenz der F4-6RADR Zellen wurde bei diesen zusätzlich 1 µg Doxoru-

bicin / ml Kulturmedium hinzugefügt. Der Nachweis des mdr1-Gen-Transkriptes in den

resistenten F4-6RADR-Zellen gelang mittels RT-PCR. Das P-Glykoprotein konnte durch die

monoklonalen Antikörper C219, MRK16, 4E3 (Kapaun 1994) immunzytochemisch nachge-

wiesen werden.

Die Tabelle 2.1-a zeigt den Resistenzfaktor der resistenten Zellen gegenüber den sensitiven

Zellen. Dieser errechnet sich aus dem Quotienten der jeweili gen IC50-Konzentration, d. h. der

Konzentration bei der 50% der Zellen im Proli ferationsassay nach 48 Stunden abgestorben

sind.

Chemotherapeutika: Resistenzfaktor*:

Daunorubicin 35

Doxorubicin 51

Vincristin 19

Etoposid  (VP16) 17

Tabelle 2.1-a: Resistenzspektrum der resistenten F4-6RADR-Zellen (Nielsen et al. 1992).
* IC50 F4-6RADR / IC50 F4-6
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2.1.2 Humane T-Zell -Leukämie-Zellen

Die CCRF CEM-Zellen entstammen einer humanen T-Zell -Leukämie. Die Zelli nie wurde von

G. E. Foley (Foley et al. 1967) aus dem peripheren Blut eines an akuter lymphoblastischer

Leukämie erkrankten 4jährigen Mädchens nach einer zur Remission führenden Therapie

entnommen. Diese Therapie bestand aus einer Bestrahlung und der Gabe von Methotrexat und

Prednisolon, sowie Vincristin, Cytoxan und 6-Mercaptopurin. Wenige Tage nach der Ent-

nahme des Blutes, aus dem später diese Zelli nie etabliert wurde, verstarb das Mädchen. Nach

Entwicklung verschiedener mehrfachresistenter Zelli nien aus diesem Klon wurden diese

Sublinien von Dr. H. Diddens, Medizinisches Laserzentrum, Lübeck, zur Verfügung gestellt .

Die Kultivierung erfolgt bei 37°C und 5% CO2 zur Atmosphärenluft in RPMI 1640-Medium

mit 10% fetalem Kälberserum und 5% NaHCO3 (7,5%). Weitere Zusätze bestanden in 1%

Glutamin (200 mM), 1%  Amphotericin B (200 µg/ml) und 1% Gentamycin (10 mg/ml). Der

resistente Subklon CCRF CEM DAC wurde zusätzlich zur Erhaltung der vorhandenen Resi-

stenz bei 400 ng/ml Actinomycin D kultiviert. Die Resistenz der beschriebenen Zelli nie ist

ebenfalls vom Typ der Multidrug-Resistenz. Der immunzytochemische Nachweis des

P-Glykoproteins gelang mit dem monoklonalen Antikörpern C-219, MRK16, 4E3. Die mdr1-

Gen-Expression wurde mittels RT-PCR dokumentiert (Kapaun 1994).

Die Tabelle 2.1-b zeigt den Resistenzfaktor der resistenten CCRF CEM DAC-Zellen gegen-

über den sensitiven Zellen. Er errechnet sich, wie bereits bei Tabelle 2.1-a beschrieben, aus

dem Quotienten der jeweili gen IC50-Konzentration.

Chemotherapeutikum: Resistenzfaktor*:

Daunorubicin 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). *IC50 CCRF CEM DAC / IC50 CCRF CEM
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2.1.3 Humane Pankreaskarzinom-Zellen

Die Primär-Kultur dieser Zelli nie EPP85-181P entstammt einem humanen Pankreaskarzinom.

Die Kultivierung der Zellen erfolgte in Leibowitz-15 Medium. 500 ml Medium wurden ange-

reichert mit 5% fetalem Kälber Serum, 500 µg Glutamin, 40 E Insulin, 1,25 mg Transferrin,

0,56 g NaHCO3, 5 ml Medium-Vitaminen und 250 mg Glucose. Durch die Kultivierung der

Zellen mit Daunorubicin in zunehmender Konzentration konnte der Klon EPP85-181RDB

selektiert werden. Die Multidrug-Resistenz dieses resistenten Klons wurde durch Nachweis

des mdr1-Transkriptes mittels RT-PCR und Northern Blot gezeigt. Mit dem zytoplasmatisch

an P-Glykoprotein bindenden Antikörper C219 wurde eine  Expression des Proteins in den

resistenten Zellen nachgewiesen (Holm et al. 1994). Funktionell konnte eine Kreuzresistenz

gegenüber Doxorubicin, Vincristin und Daunorubicin nachgewiesen werden. Die Zelli nie

wurde freundlicherweise von Prof. Dr. M. Dietel, Institut für Pathologie, Charité Berlin, zur

Verfügung gestellt . Die weitere Kultivierung erfolgte im Labor von Dr. A. Reymann, Pharma-

kologisches Institut, Universität Hamburg.

Die Tabelle 2.1-c zeigt den Resistenzfaktor der resistenten EPP85-181RDB-Zellen gegenüber

den sensitiven EPP85-181P-Zellen. Die Resistenz der Zellen errechnet sich, anders als in den

vorhergehenden Tabellen, aus dem Quotienten der IC50-Konzentration für halbmaximale

Wachstumshemmung der Kulturen über 72 Stunden (Dietel et al. 1990).

Chemotherapeutikum: Resistenzfaktor*:

Daunorubicin 173

Doxorubicin 240

Vincristin 338

Tabelle 2.1-c: Resistenzspektrum der resistenten EPP85-181RDB-Zellen  (Schäfer 1996).
*IC50 EPP85-181RDB / IC50 EPP85-181P
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2.1.4 Vesikelbildende, MDR-positive humane Magenkarzinom-Zellen

Diese Zelli nie entstammt einer humanen Magenkarzinom-Zelle. Histologisch wurde die Dia-

gnose eines Adenokarzinoms vom intestinalen Typ gestellt . Nach Kultivierung der Zelli nie

EPG85-257P konnte durch schrittweise Erhöhung der Daunorubicinkonzentration im Nähr-

medium der resistente Subklon EPG85-257DAU innerhalb von 385 Tagen bis auf eine

Resistenz von 2,5 µg/ml Daunorubicin herangezogen werden. Prof. Dr. M. Dietel stellte auch

diese Zelli nie vom Typ der Multidrug-Resistenz freundlicherweise zur Verfügung. Die weite-

re Kultivierung erfolgte im Labor von Dr. A. Reymann, Pharmakologisches Institut,

Universität Hamburg. Das P-Glykoprotein wurde immunzytochemisch durch monoklonale

Antikörper, die mdr1-Gen-Expression mittels RT-PCR nachgewiesen (Dietel et al. 1990). Der

weitaus bedeutendere Resistenzmechanismus ist jedoch die zusätzliche intrazelluläre Bildung

von Vesikeln. Diese befreien den Zellkern innerhalb von 48 Stunden von bereits an DNA

gebundenem Daunorubicin. Wahrscheinlich ermöglichen zusätzlich veränderte Enzyme wie

z.B. die Topoisomerase-II und DNA-Ligasen das Überleben während dieser 48 Stunden. Die

Kultivierung der Zellen erfolgte in Leibowitz-15-Medium. 500 ml Medium wurden angerei-

chert mit 5% fetalem Kälber Serum, 500 µg Glutamin, 40 IE Insulin, 1,25 mg Transferrin,

0,56 g NaHCO3, 5 ml Medium-Vitaminen und 250 mg Glucose. Die resistenten Zellen wur-

den in Anwesenheit von zusätzlich 0,25 µg/ml Daunorubicin gezogen. Um die Vesikelbildung

der Zellen auf ein Maximum anzuregen, sind die Zellen 7 Tage vor dem Versuch in daunoru-

bicinfreies Medium umgesetzt und dann 48 Stunden vor Versuchsbeginn erneut mit 0,25

µg/ml  (0,474 µmol/l ) Daunorubicin belastet worden.

Die Tabelle 2.1-d zeigt den Resistenzfaktor der resistenten Zellen gegenüber den sensitiven

Zellen. Dieser errechnet sich wie auch in der Tabelle 2.1-c aus dem Quotienten der IC50-

Konzentration für halbmaximale Wachstumshemmung der Kulturen über 72 Stunden (Dietel

et al. 1990).

Chemotherapeutikum: Resistenzfaktor*:

Daunorubicin 8450

Doxorubicin 1250

Epirubicin 5714

Tabelle 2.1-d: Resistenzspektrum von EPG85-257DAU (Seidel et al. 1995).
*IC50 EPG85-257DAU / IC50 EPG85-257P
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Die Abbildungen zeigen fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der EPG85-257P Zellen und

ihres resistenten Subklons EPG85-257DAU. Zu erkennen ist in den sensitiven Zellen eine

gleichmäßige Verteilung des fluoreszierenden Daunorubicin über das gesamte Zytosol

(Abb. 2.1-a), in den resistenten Zellen eine deutliche Akkumulation des Daunorubicins in

Vesikeln (Abb. 2.1-b).

Abbildung 2.1-a: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme der mit Daunorubicin inkubierten

sensitiven EPG85-257P Zellen. Das intrazelluläre Daunorubicin ist intranukleär annähernd

gleichmäßig verteilt .

Abbildung 2.1-b: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme der mit Daunorubicin inkubierten

vesikelbildenden resistenten EPG85-257DAU Zellen. Deutlich zu erkennen sind intrazellulä-

re, mit fluoreszierendem Daunorubicin gefüllte Vesikel. Das Zytosol ist annähernd frei von

Daunorubicin.

Die Bilder wurden freundlicherweise von Prof. Dr. med. Dietel, Berlin, zur Verfügung ge-

stellt .
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2.1.5 Versuchsvorbereitung der Zellen

Die zeitli che Planung der Versuche richtete sich nach dem Wachstum der Zellen. Es wurde

darauf geachtet, daß die Ernte der Zellen in der exponentiellen Wachstumsphase der Zellver-

mehrung stattfand. Eine Woche vor den Versuchen wurde die jeweili ge Zelli nie in ein frisches

Kulturmedium ohne Chemotherapeutikazusatz überführt. Nach einem Mediumwechsel

kommt es bei den resistenten Zellen zu einer Rückverteilung des ehemals eingesetzten Che-

motherapeutikums aus den Zellen heraus in das frische Kulturmedium. Deshalb wurden nach

24 Stunden die Zellen erneut bei 350 g für 10 min zentrifugiert und nach zwei Waschvorgän-

gen mit Hank’s Lösung wiederum in chemotherapeutika-freies Medium gesetzt. Direkt vor

Versuchsbeginn wurden die Zellen bei 300 g zentrifugiert, geerntet und in frisches MEM-

alpha-Medium überführt. Nach Einstellung einer Dichte von 5 * 106 Zellen / ml sind die

Zellen in eine Versuchsgruppe (mit Chemosensitizer) und eine Kontrollgruppe (ohne Chemo-

sensitizer) aufgeteilt worden.

Die Abbildung 2.2-a verdeutlicht den zeitli chen Ablauf und die Koordination der beiden

Meßmethoden während der Experimente. Es ergeben sich bei jedem Versuch 8 Aliquots:

resistente und sensitive Zellen jeweils mit und ohne Chemotherapeutikum separat für die

Messung im Transportassay und mit der Durchflußzytometrie. Die Messungen wurden bei

vier verschiedenen Konzentrationen durchgeführt. Die Meßpunkte bei dem Transportassay

wurden jeweils mit einer Dreipunktmessung bestimmt.



MATERIAL UND METHODEN                                                                                                           16

2.2 Versuchsaufbau

Zellkultur z.B. sensitive F4-6-Zellen
↓

aufbereitete Zellsuspension

↓
Aufteilung der Zellen

↓ ↓
Versuchsgruppe Kontrollgrup-

pe
↓ 

10 min Präinkubation 10 min Präinkubation
mit Chemosensitizer mit Kulturmedium

↓ ↓
   Aufteilung der Zellen Aufteilung der Zellen

↓ ↓ ↓ ↓

    FACS Sili konölfil .   FACS Sili konölfil .

↓ ↓ ↓ ↓
Zugabe des Zugabe von Zugabe des Zugabe von
Lösungs- Radioaktivität Lösungs-                  Radioaktivität
mittels mittels

↓ ↓ ↓ ↓

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

↓ ↓ ↓ ↓

Messung der Daunorubicinaufnahme der Zellen
↓ ↓ ↓ ↓

Einstellung Volumen- Einstellung Volumen-
des messung des messung
Meßkollektives ↓ Meßkollektives ↓
(gating) Protein- (gating) Protein-

messung messung
↓ ↓ ↓ ↓

Auswertung der Ergebnisse

Abbildung 2.2-a: Dieses Diagramm zum Versuchsaufbau veranschaulicht die Zusammenhän-

ge der Versuche für den Vergleich der Sili konölfilt rationsmethode (Sili konölfil .) mit der

durchflußzytometrischen  Meßmethode  (FACS). Die Darstellung gilt für die sensitiven oder

resistenten Zellen bei derselben Meßkonzentration.
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2.3 Sili konölfil trationsmethode

Diese von Reymann et al. 1993 beschriebene Methode ist ein Verfahren zur Messung der

funktionellen Transportkinetik von Zellen. Bei der Analyse von Tumoren dient sie dem quan-

titativen Nachweis einer Resistenz von Zellen gegenüber Zytostatika, sowie deren Aufhebung

durch Chemosensitizer. Es wird die Akkumulation von radioaktiv markierten Transportsub-

stanzen in Zellen gemessen. Als Transportsubstanz wurde 3H-Daunorubicin verwendet.

Jedoch ist diese Meßmethode auch mit jeder anderen radioaktiv markierten Substanz durch-

führbar.

Die Zellen werden mit 3H-Daunorubicin für eine Stunde inkubiert und danach durch eine

Sili konölschicht in eine Phase mit Trichloressigsäure zentrifugiert. In dieser Phase werden die

Zellen in ihre säurelöslichen und säureunlöslichen Bestandteile aufgeteilt . Die säurelöslichen

Zellbestandteile und die dort akkumulierte Transportsubstanz befinden sich in der Trichlores-

sigsäure in Lösung. Sie wurden als „zytosolisch“ definiert. Die säurefällbaren Bestandteile

fallen als Sediment aus. Die im Präzipitat enthaltene Tranportsubstanz wurde als an Proteine,

DNA und RNA „gebunden“ defininiert. Das Volumen der Zellen wird in einer parallelen

Messung bestimmt. Dabei werden die Zellen mit 3H2O und dem sich ausschließlich extrazel-

lulär verteilenden 14C-Polyethylenglykol (PEG) inkubiert. Zuletzt erfolgt eine photometrische

Ermittlung der Proteinmenge der eingesetzten Zellen. Die aufgenommene Menge an

Daunorubicin wurde für die zytosolische Phase auf das Volumen der Zellen bezogen und als

Konzentration angegeben. Die gebundene Fraktion wurde im Bezug zum Proteingehalt der

Zellen angegeben. Die Gesamtaufnahme ist eine Addition der Daunorubicinaufnahmen beider

Zell fraktionen bezogen auf den Proteingehalt der Zellen.

2.3.1 Versuchsablauf

Die Zellen werden zu Beginn des Versuches für 10 min präinkubiert. Die Präinkubation diente

der Absättigung der Zellen mit einem Chemosensitizer. Zu dem Zeitpunkt t = 0 ist den ver-

schiedenen Zellsuspensionen Daunorubicin in vorgeschriebener Konzentration zugesetzt

worden. Inkubiert wurden die Zellen nun 60 min bei 37°C im Wärmeschrank. 5 min vor Ende

der Inkubationszeit ist die Suspension in die zuvor mit 200 µl Trichloressigsäure und  400 µl

Sili konöl beschickten Reaktionsgefäße pipettiert worden. Diese waren in einem Wärmeblock

auf 37°C vortemperiert, damit die Versuchstemperatur weiterhin konstant gehalten werden
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kann. Die Versuchszeit endete mit der Zentrifugation für 4 min bei 16.000 g. Diese Zentrifu-

gation bewirkt, daß die Zellen aus der Suspension herausgeschleudert werden und durch die

Sili konölschicht hindurch in die Trichloressigsäure (TCA) gelangen. In dieser Phase gehen die

säurelöslichen Bestandteile der Zelle in der TCA in Lösung. Der verbliebene Überstand über

dem Sili konöl enthält jetzt noch die nicht von den Zellen aufgenommene Transportsubstanz.

Davon wird eine Probe entnommen und der restliche Überstand abgesaugt. Es beginnt nun die

Präparation der unteren Phasen. Die Reaktionsgefäße werden in flüssigem Stickstoff solange

abgekühlt, bis das TCA gefroren ist und die darüber befindliche Sili konölschicht gerade noch

abgesaugt werden kann. Nach der Entfernung des Sili konöls wird eine Probe der TCA ent-

nommen und der Rest der Säure ebenfalls abgesaugt. Zurück bleibt das Präzipitat am Boden.

Dieses wird mit 1 ml 10% TCA gewaschen. In 200 µl  1 M NaOH wird das Präzipitat darauf-

hin innerhalb von 60 min bei 56°C im Wärmeblock gelöst und dann mit 200 µl 1 M HCl

neutralisiert. Eine weitere Probe wird entnommen, wobei der Rest dieser Phase zur Bestim-

mung des Proteingehaltes der Zellen aufbewahrt wird.
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Abbildung 2.3-a: Diese Abbildung zeigt schematisch den Versuchsablauf der Sili konölfilt ra-

tionsmethode (Dörner 1996). Durch die Zentrifugation des Reaktionsgefäßes werden die

Zellbestandteile in einzelne Fraktionen aufgeteilt . Die Phasen in einem Reaktionsgefäß lassen

sich folgenden Zellkompartimenten zuteilen:

• der Überstand → nicht aufgenommene Transportsubstanz im Medium

• die Trichloressigsäure → „ zytosolische“ Phase der Zellen und darin befindliche

Transportsubstanz

• das Sediment (Präzipitat) → Proteine, DNA und RNA, sowie daran „ gebundene“ 

Transportsubstanz
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2.3.2 Proteinbestimmung

Der Proteingehalt jeder Probe wird bestimmt. Für diese Messung wird dem Rest des Präzipi-

tates Bio-Rad-Reagenz zugesetzt. Dieses bildet mit Proteinen zusammen einen blauen

Protein-Farbstoffkomplex mit einem Extinktionsmaximum zwischen 465 nm und 595 nm.

Der Farbumschlag wurde bei 578 nm im Photometer gemessen und der Proteingehalt errech-

net. Geeicht wurde diese Messung mit bovinem Serumprotein.

2.3.3 Volumenmessung

Zur Messung des Zellvolumens, zeitli ch parallel zu der Transportmessung, wurde eine Anzahl

von Zellen direkt in ihrem Nährmedium mit 3H2O und 14C-Polyethylenglycol für 30 min

inkubiert. Polyethylenglykol kann nicht in Zellen eindringen und verteilt sich ausschließlich

extrazellulär, während das radioaktiv markierte 3H2O sich gleichmäßig im Intra- und Extra-

zellulärraum verteilt . Aus den gemessenen Differenzen der Verteilungsvolumina wird das

Zellvolumen bestimmt. Die Reaktionsgefäße wurden hierfür mit 200 µl 2 M NaOH gefüllt ,

mit Sili konöl überschichtet und auf die Zellsuspension pipettiert. Die weiteren Versuchs-

schritte und die Präparation der Phasen erfolgte wie bereits oben beschrieben.

2.3.4 Einflußgrößen auf die Messungen und deren Kontrolle

Adhäsion der Chemikalien an Kunststoffe:

Anthrazykline: Einige der verwendeten Chemikalien haften an Kunststoff . In der Literatur ist

diese Adhäsion für Anthrazykline bereits beschrieben worden (Ramu et al. 1989). Versuche

zur Quantifizierung dieser Ungenauigkeiten sind bereits bei der Validierung dieser Meßme-

thode durchgeführt worden. Sie ergaben bei Daunorubicin eine Adhäsion von ca. 5% an allen

benutzten Kunststoffen (Edens 1994).

Dexniguldipin (DNIG): Bei der Verwendung von Dexniguldipin sind besondere Versuchs-

bedingungen entwickelt und eingehalten worden. Die hohe Lipophili e der Substanz führt zu

einer starken Adhäsion an Kunststoffen. Aus diesem Grunde wird mit dieser Substanz aus-

schließlich in Gläsern gearbeitet. Die verwandten Plastikpipettenspitzen wurden vor deren

Benutzung in Dexniguldipin abgesättigt.
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Zentrifugation:

Verteilung der Zellen: Am Ende der Inkubationszeit wurden die Zellen wie beschrieben

durch eine Sili konölschicht in die TCA zentrifugiert. Lichtmikroskopische Untersuchungen

zeigten, daß bereits 20 Sekunden nach Erreichen der maximalen Zentrifugalgeschwindigkeit

keine Zellen mehr im Medium oder im Sili konöl vorhanden waren (Neurath 1992).

Verteilungsungenauigkeiten des nicht akkumulierten Daunorubicins: Durch die Zentrifu-

gation wird neben den Zellen auch ein Teil des Nährmediums (ca. 0,3-1 µl) und folglich auch

nicht aufgenommene Transportsubstanz durch das Sili konöl transportiert. Deshalb wurde zu

dem 3H-Daunorubicin zusätzlich auch mit 14C-Inulin inkubiert, denn Inulin verteilt sich aus-

schließlich extrazellulär. Eine Messung der Inulinkonzentration innerhalb der TCA erlaubt

somit eine Quantifizierung des mitgerissenen daunorubicinhaltigen Nährmediums. Die in der

TCA befindliche Daunorubicinmenge wurde um diesen zusätzlichen Anteil i n der Auswer-

tung rechnerisch korrigiert.

2.3.5 Versuchsauswertung

Die Radioaktivität der markierten Stoffe in den einzelnen Proben wurde im Flüssigkeitsszin-

till ationszähler gemessen.

Die Proben aller Phasen sowie der externe Standard werden direkt in einen mit Szintilations-

cocktail gefüllten Zählbehälter pipettiert. Die Szintill ationsflüssigkeit bewirkt eine Umwand-

lung der radioaktiven Strahlung zu Lichtblitzen. Die radioaktiven Zerfälle innerhalb des

Zählbehälters werden somit in Form von Lichtimpulsen meßbar und das Ergebnis für jede

Probe über 10 min gemittelt. Die Lichtemissionen der Proben mit den unterschiedlichen ra-

dioaktiven Markierungen überlappen sich teilweisen in ihren Wellenspektren. Diese

Meßfehler werden automatisch berechnet und die Messungen entsprechend korrigiert. Durch

mitgeführte Leercocktails wurde die natürliche radioaktive Hintergrundaktivität ermittelt und

berücksichtigt.
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2.4 Die Durchflußzytometr ie

Bei der Durchflußzytometrie handelt es sich um eine vor ca. 20 Jahren entwickelte Methode,

mit deren Hil fe schnelle Messungen physikalischer Parameter an Partikeln oder Zellen inner-

halb einer Suspension durchgeführt werden können (Givan 1992). Das Durchflußzytometer

der Fa. Becton Dickinson, Niederlande, erlaubt die gleichzeitige Erfassung von insgesamt fünf

verschiedenen Parametern pro Zelle bei bis zu 4000 Zellen in der Sekunde. Darüber hinaus

bietet das verwendete Gerät die Möglichkeit, bestimmte Zellkollektive für eine Auswertung

auszuwählen sowie nach unterschiedlichen Kriterien zu analysieren und zu vergleichen.

2.4.1 Eigenschaften des Meßgerätes

Physikalische Grundlagen der Durchflußzytometr ie:

Als Ausgangslichtquelle des Durchflußzytometers dient in dem Gerät der Fa. Becton Dickin-

son (FACS) ein luftgekühlter Argonionenlaser mit der Wellenlänge von 488 nm. Ein großer

Vorteil bei der Verwendung eines Lasers (Light Ampli fikation by Stimulated Emission of

Radiation) liegt in der Beschaffenheit seines Lichtes. Es ist monochromatisch, hat eine hohe

Energiedichte, ist gerichtet und kohärent, d.h. gleichphasig und von einheitli cher Amplitude.

Ein Laser hat als Lichtquelle den Nachteil , daß nur das Licht einer einzigen Wellenlänge

ausgesendet wird. Somit müssen die Exzitationsspektren der benutzten fluoreszierenden

Farbstoffe innerhalb dieser Wellenlänge liegen, um diese zum Leuchten anregen zu können.

Als Fluoreszenz bezeichnet man eine fast gleichzeitig mit dem Ende der Bestrahlung erlö-

schende Emission von Licht nach Absorption einer meist energiereicheren bzw.

kurzwelli geren Bestrahlung. Nach Anregung eines Elektrons, eines Atoms oder Moleküls

springt dieses wieder rasch in seinen Ausgangszustand zurück. Hierbei kommt es zur Emissi-

on eines Photons bzw. Lichtquanten. Der Abstand zwischen der Anregungs- und

Emissionswellenlänge wird als Stokes'scher shift bezeichnet. Er stellt eine physikalische

Eigenschaft eines jeweili gen Stoffes dar. Unterschiedliche Farbstoffe mit unterschiedlich

großem Stokes'schen shift bei gleichem Exzitationsspektrum machen es nun möglich z.B. in

Verbindung mit verschiedenen Antikörpern mehrere Zelleigenschaften gleichzeitig zu unter-

suchen.
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Der Lichtstrahl des Lasers ist in dem Durchflußzytometer über ein optisches Linsensystem auf

eine Meßzelle gerichtet. Durch diese fließen die einzelnen Zellen in laminarer Strömung. Die

Bestrahlung läßt die Zellen entsprechend ihrer morphologischen Eigenschaften, ihrer Bela-

dung mit fluoreszierenden Antikörpern und ihrer Aufnahme bestimmter Stoffe Licht

unterschiedlicher Wellenlängen emittieren. Dieses in Richtung oder Wellenlänge veränderte

Licht wird durch verschiedene Farbfilter und mehrere Spiegel auf für die Lichtwellenlänge

spezifische Zählkammern gelenkt und dort registriert.

Die möglichen zu untersuchenden  Parameter während einer Messung sind:

1. Relative Größe der Zelle

2. Granularität, Membranfaltung und äußere Form der Zelle

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

zyklinen oder Bindung fluoreszierender Antikörper an die Zelle

Das Gerät ist in drei verschiedene Bauteile gegliedert:

• Flüssigkeitssystem

• Optisches System

• Signalverarbeitung

In den folgenden Abschnitten wird der Aufbau eines Durchflußzytometers beschrieben.
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Das Flüssigkeitssystem eines Durchflußzytometers:

Abbildung 2.4-a: 1. Laserstrahl, 2. Meßküvette, 3. Trägerflüssigkeit, 4. Zellsuspension,

5. hydrodynamische Fokussierung (nach Raffael 1994).

Vereinfacht besteht das Flüssigkeitssystem aus zwei Leitungen (Abbildung 2.4-a). Über eine

Zuleitung drückt eine Pumpe kontinuierlich eine „Trägerflüssigkeit“ durch die Meßkammer

und weiter in den Abfallbehälter. Eine zweite Leitung dient dem Transport der Zellen vom

Probenröhrchen zur Meßkammer, in der sich beide Leitungen vereinen. Hier wird die Zellsus-

pension von der durch die Küvette strömenden Trägerflüssigkeit erfaßt und mitgerissen.

Durch die Verengung des Probenstroms zum Zentrum der Küvette hin erfährt die Suspension

eine Beschleunigung von wenigen Zentimetern in der Sekunde auf etwa sieben Meter pro

Sekunde (ca. 25 km/h). Diesen Vorgang bezeichnet man als „hydrodynamische Fokussie-

rung". Er gewährleistet, daß die Zellen einzeln nacheinander den Meßpunkt und somit den

Laser passieren.
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Das optische System eines Durchflußzytometers:

Abbildung 2.4-b: Anordnung der optischen Elemente zur Messung von Fluoreszenz und

Streulicht. 1. Laserstrahl, 2. Quarzglasküvette, 3. Blockerstreifen, 4. Sammelli nse,

5. Teilerspiegel, 6. Photodiode, 7. Lichtfilter, 8. Photomultiplier (nach Raffael 1994).

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

onsteil .

Anregungsteil :

Der Anregungsteil dient der horizontalen elli ptischen Strahlformung des Lichtes und stellt

einen Kompromiß dar zwischen einer hohen räumlichen Auflösung (kleiner Strahl zur Unter-

scheidung nah aufeinanderfolgender Zellen) und einer ausreichenden Signalintensität (großer

Strahl).
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Detektionsteil :

Der Detektionsteil besteht aus zwei Baugruppen:

1. Bereich zur Messung des Vorwärtsstreulichtes (FSC) in axialer Lichtrichtung; Dieses gibt

Auskunft über die Größe der Zelle.

2. Bereich zur Messung des Seitwärtsstreulichtes (SSC) orthogonal zum Lichtstrahl; Es gibt

Informationen über die Granularität und Oberflächenbeschaffenheit der Zellen und wird

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

Die Signalverarbeitung eines Durchflußzytometers:

Photodetektoren konvertieren die optischen Lichtimpulse des Vorwärts- und Seitwärtsstreu-

lichtes in elektrische Impulse um. Die Amplitude dieser elektrischen Impulse korreliert mit

der Intensität der Lichtimpulse. Die elektrischen Impulse gleicher Größe werden durch einen

Analog-Digital-Wandler einer bestimmten Kanal- bzw. Klassenzahl zugeordnet. Ein Durch-

flußzytometer besitzt je nach Auflösungsvermögen 0-255 bzw. 0-1023 verschiedene Kanäle.

Die somit erfaßten Rohdaten werden mit Hil fe eines Computers in einer Listendatei gespei-

chert. Hierbei werden die Meßwerte der einzelnen Zellen in der gleichen Reihenfolge

gespeichert in der die Zellen den Analysepunkt passiert haben.

Eine solche Listendatei ist hier für 4 gemessene Zellen dargestellt:

1. Zelle 2. Zelle 3. Zelle 4. Zelle

FSC SSC FL1 FL2 FL3 FSC SSC FL1 FL2 FL3 FSC SSC FL1 FL2 FL3 FSC SSC FL1 FL2 FL3

 80   43    55    320    9   75    42    10   480    1   12    40    12     5     10  91    80     10    30    2

Diese Form der Speicherung der Rohdaten ermöglicht es, einmal durchgeführte Messungen zu

einem späteren Zeitpunkt oder nach neuen Kriterien wieder neu auszuwerten.
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2.4.2 Versuchsablauf

Die Zellen für die Messung mit der Durchflußzytometrie wurden zeitgleich mit den Zellen für

die Sili konölfilt rationsmethode mit einem Chemosensitizer präinkubiert. Erst unmittelbar vor

Zugabe des Zytostatikums wurden die Zellen für die weitere Analyse aufgeteilt . Die separate

Inkubation wurde durchgeführt, damit keinerlei Radioaktivität, die bei der Sili konölfilt rati-

onsmethode erforderlich ist, bei der Messung in das Durchflußzytometer gelangt. Nach Ablauf

der Inkubationszeit wurde der Daunorubicintransport der Zellen durch Zugabe von 4°C PBS

gestoppt und die Zellsuspension dann bei 900g und 4°C für 2 min zentrifugiert. Die Zellen

sammeln sich durch diesen Vorgang am Boden des Reaktionsgefäßes. Nach dem Abkippen

des Überstandes wurden die Zellen wieder mit frischem Medium aufverdünnt und bis zur

anschließenden Messung in einem Eisgefäß gekühlt.

Messung der Zellen mit dem Durchflußzytometer:

Die Ergebnisse wurden nach der Messung der Fluoreszenzintensität der Zellen durch den

FACS mit dem Programm Lysis II (beides Fa. Becton Dickinson) ausgewertet.

Zellen haben unterschiedliche morphologische Eigenschaften. Die Einstellung des Durchfluß-

zytometers muß der unterschiedlichen Größe und Granularität der Zellen angepaßt werden.

Die Auflösung des Durchflußzytometers läßt sich aus diesem Grunde in verschiedene Berei-

che digitalisiert verschieben. Die Einstellung beginnt mit der Zweiparameterdastellung Größe

(FSC) zu Granularität (SSC) der Zellen. In Abbildung 2.4-c, einem der Zellmorphologie

angepaßten Konturliniendiagramm, sind Isoamplituden von Zellenmengen mit gleichen Ei-

genschaften wiedergegeben. Diese Darstellung ermöglicht eine quantitative Abschätzung der

Zellen.
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Konturliniendiagramm am Beispiel der resistenten T-Zell -Leukämiezelle CCRF CEM

DAC:

Abbildung 2.4-c: Originalprotokoll : Die Abbildung zeigt die Messungen der CCRF CEM

DAC Zellen in einem Konturliniendiagramm. Die Abszisse zeigt die Größe der Zellen (FSC),

die Ordinate die Granularität der Zellen (SSC), angegeben in will kürlichen Einheiten. R1

bezeichnet einen ausgewählten Bereich (Gate), in dem sich die vitalen Zellen für die weitere

Auswertung befinden.

Durch das Setzen eines Auswertefensters (Gate) werden die zu messenden Zellen von Aggre-

gaten, Zellt rümmern und anderen Zellarten abgegrenzt. Die Überprüfung der richtigen

Auswahl der Zellen fand mit Hil fe des fluoreszierenden Farbstoffes Propidiumjodid statt.

Propidiumjodid penetriert nicht durch intakte Zellmembranen und kann sich nur bei Zellen

mit defekter Zellmembran an die DNA im Zellkern anlagern. Durch Einrahmen der nicht

fluoreszierenden Zellen lassen sich so die vitalen Zellen von den toten Zellen abgrenzen. Bei

der weiteren Auswertung werden nur noch die ausgewählten vitalen Zellen berücksichtigt.
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Messung der Fluoreszenz mit dem FACS:

Daunorubicin verhält sich wie ein fluoreszierender Farbstoff . Das Absorptionsmaximum

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

1982 das Emissionsmaximum von Daunorubicin mit λem = 592 nm.

Das von Daunorubicin emittierte Licht kann in dem Fluoreszenz-Band-Paß-Filter FL2 mit

dem Bereich von 560 nm bis 640 nm  (rotes Licht) gemessen werden.

Abbildung 2.4-d: Dargestellt i st in a) die Fluoreszenzexzitation und in b) die -emission von

Daunorubicin bei verschiedenen Wellenlängen; modifiziert nach Chaires et al. 1982
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Wie die Größe und Granularität der Zellen muß auch die Eigenfluoreszenz der Zellen kom-

pensiert werden. Hierzu wird das von den Zellen emittierte Licht in der

Histogrammdarstellung in einen Bereich von 0 bis 10 will kürlichen Fluoreszenzeinheiten

eingestellt . Der errechnete „Mean-Channel“ als Mittelwert der gemessenen Fluoreszenz wird

als Leerwert angenommen. Die Meßergebnisse werden ebenfalls in Form von Histogrammen

angegeben und der „Mean-Channel“ berechnet. Das Endergebnis der Durchflußzytometrie als

„korrigierter Mean-Channel“ oder als um den Leerwert korrigierte mittlere Fluoreszenzinten-

sität errechnet sich dann als Versuchswert subtrahiert um den Leerwert.

Abbildung 2.4-e: Originalprotokoll : Zeigt ein Histogramm zur Berechnung der Eigenfluores-

zenz der resistenten T-Zell -Leukämie-Zellen CCRF CEM DAC.

Abbildung 2.4-f: Originalprotokoll : Zeigt ein Histogramm zur Berechnung der Anthrazy-

klinaufnahme in die resistenten T-Zell -Leukämie-Zellen CCRF CEM DAC nach Inkubation

mit einer Daunorubicinkonzentration von 3050 µg/l.

Abszisse: Kanäle des Durchflußzytometers, entspricht den unterschiedlichen Fluoreszenzin-

tensitäten; 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 Darstellungsfor-

men erarbeitet worden.

• Regressionsanalyse: Die Regressionsanalyse wurde in Form von Diagrammen durchge-

führt. Auf der Ordinate befinden sich die Ergebnisse der Sili konölfilt rationsmethode in

Bezug zu der auf der Abszisse befindlichen korrigierten mittleren Fluoreszenzintensität des

Durchflußzytometers. Die Meßpunkte in diesen Diagrammen wurden durch eine Regressi-

onsgerade gemittelt. Die Steigung der Gerade sowie ihr Korrelationskoeff izient wurden

berechnet und für verschiedene Meßbedingungen verglichen.

• Relativitätsbezüge (Ratios): Die Anthrazyklinaufnahme der Zellen zwischen den einzelnen

Versuchen unterliegt experimentellen und biologischen Schwankungen. Um diese auszu-

gleichen, wurde eine relative Ergebnisgröße eingeführt. Die Anthrazyklinaufnahme der

sensitiven Zellen ohne Zusatz von Chemosensitizer wurde mit 100% angenommen. Die

Daunorubicinaufnahme der resistenten Zellen mit und ohne Chemosensitizer sowie die der

sensitiven Zellen mit Chemosensitizer wurden hierzu in Bezug gesetzt. Durch diese pro-

zentuale Darstellungsform ist es möglich, die Anthrazyklinakkumulation der

Durchflußzytometrie und des Transportassays direkt miteinander zu vergleichen.

 

 

2.6 Statistische Methoden

Als statistische Methoden wurden folgende Berechnungen angewendet.

• Arithmetisches Mittel: Die Ergebnisse der Sili konölfilt rationsmethode wurden in Drei-

fachmessung durchgeführt. Versuchsbedingte Abweichungen sind durch das arithmetische

Mittel dieser drei Punkte minimalisiert worden. Zur weiteren Berechnung in dem Vergleich

ist nur noch der errechnete Mittelwert der Meßergebnisse berücksichtigt worden.

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

sitäten einer gemessenen Population. Dieser Wert wird durch das Auswertungsprogramm

Lysis II des Durchflußzytometers direkt angegeben.

• Lineare Regression: Die Steigung der Regressionsgeraden wurde durch das von C.F. Gauss

erarbeitete Ausgleichungsprinzip in der Form y = mx + b angegeben.
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• Korrelationskoeff izient r2: Dieses Bestimmtheitsmaß beschreibt die Übereinstimmung der

durch die lineare Regression errechneten Geraden mit den tatsächlichen Meßpunkten. Es

kann Werte zwischen 0 und 1 annehmen. Bei r2 = 1 gilt eine völli ge Korrelation der be-

rechneten Werte mit den Tatsächlichen, während r2 nahe null nur einen sehr schwachen

oder keinen Zusammenhang der Regressionsgeraden mit den Meßpunkten anzeigt (Bron-

stein, Semendjajew 1989).
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2.7 Verwendete Materialien

• Fa. Gibco BRL, Eggenstein, Deutschland: RPMI 1640 Medium, L-Glutamin 200 mM /

100%, Penicilli n-Streptomycin-Lösung (5000 IU/ml Penicilli n, 5000 UG/ml Steptomycin)

• Fa. Gibco, Kar lsruhe, Deutschland: MEM-alpha-Medium (Eagle’s minimal essential

medium)

• Fa. Boehr inger Mannheim, Deutschland: Leibowitz-15-Medium, fetales Kälberserum

• Fa. Sigma, München, Deutschland: Transferrin, MEM-Vitaminmischung, NaHCO3

• Fa. MSD Sharp & Dohme, Müchen, Deutschland: Actinomycin D

• Fa. Serva, Heidelberg, Deutschland: Trypan Blau

• Fa. E. Merck, Darmstadt, Deutschland: Dimethylsulfoxid reinst (DMSO), C2H6OS

• Fa. Biochrom, Berlin, Deutschland: Hanks-Salz-Lösung

• Fa. Dupont-NEN, Dreieich, Deutschland: 
3
H-Daunorubicin (118,4 GBq/mmol, [G]),

14
C-Inulin (0,093 GBq/g, [U] ), 

3
H2O ( 37 Mbq/g)

• Fa. Amersham-Bucheler Braunschweig, Deutschland: 1,2
14

C-Polyethylenglykol 4000

(2,22 GBq/mmol),(PEG)

• Fa. Famitalia Car lo Erba GmbH, Freiburg, Deutschland: Daunorubicin

• Dr. K. H. Sanders, Fa. Byk Gulden Chemische Fabr ik, Konstanz, Deutschland: Dex-

niguldipin (DNIG)

• Dr. Ryffel, Fa. Sandoz, Basel, Schweiz: Cyclosporin A (Ciclosporin)

• Fa. Wacker-Chemie GmbH, München, Deutschland: Sili konöl, AR 200 und AR 20

Salben

• Fa. Packard, Frankfur t, Deutschland: Ultima-Gold-Cocktail

• Fa. Gibco BRL, Eggenstein, Deutschland: Phosphat Buffer Saline ( PBS )

• Fa. Bio-Rad, München, Deutschland: Bio-Rad-Reagenz, Coomassie-Brill ant-Blau-

Reagenz G-250

• Fa. Packard, Frankfur t, Deutschland: Szintilli sationszähler, Tri Carb 2000 CA,

• Fa. Becton Dickinson, Evenbodegem-Aalst,Belgien: FACS
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3 Ergebnisse

Gemessen wurde die Anthrazyklinakkumulation in vier verschiedenen Zelli nien und deren

resistenten Subklonen in Abhängigkeit von der extrazellulär eingestellten Daunorubicinkon-

zentration.

Der Transportassay und die Durchflußzytometrie wurden im Hinblick auf den Nachweis von

intrazellulären Anthrazyklinen gegenübergestellt . Bevor jedoch die beiden Meßmethoden

miteinander verglichen werden können, ist es wichtig, für beide Meßmethoden die Linearität

der Meßergebnisse als Grundvoraussetzung festzustellen. Diese Untersuchungen sind für alle

Zelli nien durchgeführt worden. Die Versuche wurden bei vier verschiedenen Daunorubicin-

konzentrationen zwischen 0,286 µmol/l (150 µg/l) und 5,784 µmol/l (3050 µg/l) durchgeführt.

Für die quantitative Gegenüberstellung der Ergebnisse der Durchflußzytometrie mit dem

Transportassay wurden die Meßergebnisse bei der mittleren Daunorubicinkonzentration von

1,991 µmol/l (1050 µg/l) betrachtet. Die resistenten sowie die sensitiven Zellen sind jeweils

mit und ohne den Zusatz eines Chemosensitizers gemessen worden. Die Chemosensitizer

wurden in Konzentrationen eingesetzt, von denen eine vollständige Aufhebung der durch P-

Gp vermittelten Resistenz bei F4-6RADR-Zellen bekannt ist. Beschrieben wurde eine Anhe-

bung der Sensitivität zu 100% auf das Niveau der sensitiven Zellen F4-6 bei Konzentrationen

von       3,3 µmol/l Dexniguldipin und 10 µmol/l Ciclosporin (Reymann et al. 1996).

Alle Versuche finden als Dreifachbestimmung statt und sind durch einen weiteren Versuch

mit gleichem Protokoll bestätigt worden.



ERGEBNISSE                                                                                                                                  35

3.1 Linear ität

Die Durchflußzytometrie und auch der radioaktiv markierte Transportassay produzieren beide

lineare Meßergebnisse (Abb. 3.1-a bis Abb. 3.1-h).

In beiden Meßmethoden wird nachgewiesen, daß steigende extrazelluläre Daunorubicinkon-

zentrationen im Medium im Bereich von 0,286 - 5,784 µmol/l zu einem linearen Anstieg des

Daunorubicingehaltes in den sensitiven wie auch in den resistenten Zellen führt. Exemplarisch

werden hier die Meßergebnisse der murinen Erythroleukämie-Zellli nie F4-6 und ihres resi-

stenten Subklons F4-6RADR gezeigt, jeweils mit und ohne 3,3 µmol/l Dexniguldipin

inkubiert. Die weiteren Meßergebnisse der anderen Versuchsreihen befinden sich im Anhang

(Grafik 9.1-a bis 9.6-g).

Ergebnisse, die durch den einfachen Vergleich der Daunorubicinaufnahme in die Zellen deut-

lich geworden sind:

• Sensitive und resistente Zellen zeigen einen linearen Anstieg der Daunorubicinaufnahme in

Abhängigkeit von der Daunorubicinaußenkonzentration.

• Resistente Zellen nehmen unter Kontrollbedingungen weniger Daunorubicin auf als sensi-

tive Zellen.

• Bei den sensitiven F4-6-Zellen kommt es nach Zugabe von Dexniguldipin zu keiner signi-

fikanten Änderung der Daunorubicinaufnahme.

• Nach Präinkubation der resistenten Zellen F4-6RADR mit 3,3 µmol/l Dexniguldipin ist

eine signifikante Erhöhung der Anthrazyklinaufnahme in diesen Zellen nachweisbar. Sie

akkumulieren dann entsprechend viel Daunorubicin wie die sensitiven F4-6 Zellen.

• Bei Behandlung der Zellen mit Ciclosporin kommt es bei den sensitiven wie auch bei den

resistenten Zellklonen zu einer höheren Daunorubicinakkumulation als bei den sensitiven

Zellen ohne Chemosensitizer. Dieser Effekt der höheren intrazellulären Akkumulation

durch Ciclosporin ist besonders deutlich in der gebundenen Fraktion nachweisbar.
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3.1.1 Murine Erythroleukämie-Zellen +/- Dexniguldipin
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Grafik 3.1-a: Meßergebnisse der Durchflußzytometrie. Dargestellt i st die Anthrazyklinauf-

nahme der sensitiven Zelli nie F4-6 und seines resistenten Subklons F4-6RADR mit und ohne

3,3 µmol/l Dexniguldipin (DNIG). Im Diagramm sind die Fluoreszenzintensitäten in will kür-

lichen Einheiten in Bezug zur extrazellulär steigenden Daunorubicinkonzentration

angegeben.
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Grafik 3.1-b: Meßergebnisse des Transportassays. Gezeigt ist die Anthrazyklingesamtauf-

nahme der F4-6 Zelli nie und seines resistenten Subklons F4-6RADR mit und ohne 3,3 µmol/l

Dexniguldipin (DNIG) bei steigender extrazellulären Daunorubicinkonzentration. Die Ge-

samtaufnahme an Daunorubicin ist bezogen auf den Proteingehalt der Zellen in pmol/mg

Protein.
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Der Transportassay ermöglicht eine Aufschlüsselung der intrazellulären Anthrazyklinakku-

mulation in eine gebundene und zytosolische Zell fraktion.

Transportassay
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Zytoplasmatische Fraktion
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Grafik 3.1-c und Grafik 3.1-d: Gebundene und zytoplasmatische Anthrazyklinaufnahme der

resistenten F4-6RADR und der sensitiven Zelli nie F4-6 mit und ohne 3,3 µmol/l Dexniguldi-

pin (DNIG) in Abhängigkeit von der extrazellulären Daunorubicinkonzentration.

Die Addition des Daurorubicingehaltes der gebundenen und zytosolischen Fraktion ergibt die

Daunorubicingesamtaufnahme der Zellen (Grafik 3.1-b). Diese Aufschlüsselung der

Daunorubicinakkumulation in verschiedenen Zell fraktionen ist mit der Durchflußzytometrie

nicht möglich.
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3.1.2 Murine Erythroleukämie-Zellen +/- Ciclospor in
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Grafik 3.1-e: Anthrazyklinaufnahme der sensitiven Zelli nie F4-6 und seines resistenten Sub-

klons F4-6RADR mit und ohne 10 µmol/l Ciclosporin (CsA) bei steigender extrazellulärer

Daunorubicinkonzentration. Gemessen wurde die relative Fluoreszenzintensität der Zellen in

will kürlichen Einheiten.
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Grafik 3.1-f: Anthrazyklingesamtaufnahme der sensitiven Zelli nie F4-6 und seines resistenten

Subklons F4-6RADR mit und ohne 10 µmol/l Ciclosporin (CsA) bei steigendem extrazellulä-

ren Daunorubicinangebot. Die Gesamtaufnahme ist bezogen auf den zellulären Proteingehalt

angegeben in pmol/mg Protein.
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Transportassay
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Zytoplasmatische Fraktion
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Grafik 3.1-g und Grafik 3.1-h: Anthrazyklinbindung und zytoplasmatische Akkumulation der

resistenten F4-6RADR und der sensitiven F4-6 Zelli nie an Zellproteine mit und ohne           10

µmol/l Ciclosporin bei steigender Konzentration der extrazellulären Daunorubicinkonzentra-

tion. Ein zur Aufhebung der Resistenz zusätzlich Daunorubicin akkumulierender Effekt des

Ciclosporin in den sensitiven und resistenten Zellen ist in der gebundenen Fraktion  zu erken-

nen (Zunahme der Daunorubicinaufnahme in weiteren Versuchen um durchschnittli ch 28%

bestätigt).
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3.1.3 Korrelation der Gesamtaufnahme

In einem weiteren Schritt ist die Korrelation der Meßergebnisse des Transportassays mit

denen der Durchflußzytometrie untersucht worden.

Die gemessene Fluoreszenzintensität wurde mit der Gesamtaufnahme der Daunorubicinak-

kumulation korreliert dargestellt . Wenn die beiden Korrelationsgeraden, die die gemittelten

Geraden der Meßergebnisse darstellen, übereinander liegen, so besteht für beide Versuchs-

methoden die gleiche Sensitivität für die Erkennung intrazellulär akkumulierten

Daunorubicins. Bei zunehmender Differenz der Steigungen der Geraden überwiegt jeweils die

Sensitivität der Meßmethode, deren Meßachse der Korrelationsgerade am nächsten ist. Bei der

Gesamtaufnahme der F4-6-Zellen sind die jeweili gen Korrelationsgeraden fast deckungs-

gleich. Die beiden Meßmethoden korrelieren bei diesen Zellen gut miteinander.
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Grafik 3.1-i und 3.1-j: Gezeigt sind die Meßergebnisse der einzelnen Zellf raktionen bezogen

auf die gemessenen Fluoreszenzintensitäten für die F4-6 (♦) und F4-6RADR (×) mit und ohne

Dexniguldipin bzw. Ciclosporin. Zusätzlich sind die Steigungen der Korrelationsgeraden und

deren Wahrheitswert zu den Meßpunkten aufgetragen.
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3.2 Zelluläre Daunorubicinakkumulation

In der Tabelle 3.2-a werden die Ratios aus der Durchflußzytometrie mit denen der Daunoru-

bicingesamtaufnahme des Transportassays verglichen. Hierzu sind die Quotienten der

Resultate berechnet worden. Als Basis ist die Anthrazyklinaufnahme der jeweili gen sensiblen

Zelli nie     als 1 gesetzt worden, und die Aufnahme an Daunorubicin der anderen Zellen der

gleichen Linie ist im Verhältnis 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 Tabelle 3.2-a beruhen auf der unterschiedlichen Fallzahl der

Proben. Während die Grafiken jeweils die Ergebnisse eines unmittelbar vergleichbaren Ver-

suchstages (n=3) darstellen, sind in den Tabellen die Befunde aller Versuche mit gleichen

Versuchsbedingungen (n=6) zusammenfassend aufgeführt.
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Daunorubicingesamtakkumulation

Sensitive Zellen Resistente Zellen

Durchflußzytometrie Transportassay Durchflußzytometrie Transportassay

Fluoreszens 
Ratio (n = 2) Stabw

Versuch / 
Kontrolle

Gesamt-
aufnahme Ratio 

( n = 6 ) Stabw
Versuch / 
Kontrolle

Fluoreszens 
Ratio (n = 2) Stabw

Versuch / 
Kontrolle

Versuch / 
Sensitive 

Zellen

Gesamt-
aufnahme 

Ratio ( n = 6 ) Stabw
Versuch / 
Kontrolle

Versuch / 
Sensitive 

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% 1,62 0,72 +406% +59%
CsA 1,28 0,28 +28% 1,59 0,08 +59% 1,50 0,28 +500% +17% 1,88 0,47 +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 0,24 +16% 1,34 0,45 +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 0,13 +236% -49% 0,41 0,08 +193% -54%

EPG85-257
Kontrolle 1,00 1,00 0,29 0,03 -71% 0,31 0,11 -69%

DNIG 0,90 0,08 -10% 0,94 0,01 -6% 0,47 0,04 +62% -48% 0,57 0,16 +84% -39%

Tabelle 3.2-a: Zusammenfassung sämtlicher Versuchsergebnisse zur Daunorubicingesamtaufnahme, angegeben als Ratios. Als Basis der jewei-
ligen Quotienten sind die sensitiven Zellen (Kontrolle) gleich 1 gesetzt. In „ Versuch / Kontrolle“ sind die prozentualen Änderungen der
Akkumulation mit Chemosensitizer im Vergleich zur parenteralen Zelle angegeben. „ Versuch / sensitive Zellen“ stellt bei gleichen Versuchsbe-
dingungen die prozentualen Änderungen der Akkumulation der resistenten zu den sensitiven Zellen dar.
Extrazelluläre Konzentration: *1,991 µmol/l Daunorubicin, **  5,784 µmol/l Daunorubicin. Daten aus n = 6 Messungen aus zwei Versuchstagen.



3.2.1 Murine Erythroleukämie-Zellen

F4-6, F4-6RADR

• Durch die Inkubation der sensitiven F4-6 mit Dexniguldipin scheinen die Zellen im Trans-

portassay (Transport) nicht ihrer Empfindlichkeit gesteigert (Transport +2%) zu werden. In

der Durchflußzytometrie (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 Durchflußzytometrie und im Transportassay (FACS +28%, Transport +59%) mehr

Daunorubicin als unter Kontrollbedingungen.

• Der resistente Klon F4-6RADR verliert bei beiden Methoden nach Inkubation der Zellen

mit einem Chemosensitizer seine Resistenz vollständig. Die Akkumulation liegt über dem

Niveau der ebenso behandelten sensitiven Zellen (DNIG: Durchflußzytometer +37%,

Transport +59%; CsA: Durchflußzytometer +17%, Transport +19%).

• Die F4-6RADR-Zellen inkubiert mit Dexniguldipin oder Ciclosporin nehmen nach Aus-

wertung beider Meßmethoden ein Vielfaches an Daunorubicin gegenüber den

unbehandelten F4-6RADR-Zellen auf. Mit dem Durchflußzytometer ist eine erhöhte

Daunorubicinaufnahme 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-Zell -Leukämie-Zellen

CCRF CEM, CCRF CEM DAC

• In der Durchflußzytometrie und auch im Transportassay akkumulieren die sensiblen CCRF

CEM-Zellen nach einer Inkubation mit Dexniguldipin (FACS +8%, Transport +25%) oder

Ciclosporin (FACS +15%, Transport +16%) mehr Daunorubicin als unter Kontrollbedin-

gungen.

• Der resistente Klon CCRF CEM DAC akkumuliert in beiden Methoden in Anwesenheit

von Dexniguldipin mehr als +270% und von Ciclosporin mehr als +500% mehr als ohne

Chemosensitizer.

• Dexniguldipin führt anders als in F4-6RADR-Zellen nicht zu einer vollständigen Aufhe-

bung der Resistenzmechanismen der resistenten CCRF CEM DAC-Zellen. Die
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Akkumulation bleibt unterhalb des Niveaus der mit Dexniguldipin behandelten sensitiven

Zellen (FACS      -27%, Transport -19%).

• Ciclosporin bewirkt im Gegensatz zu Dexniguldipin auch bei den resistenten CCRF CEM

DAC-Zellen eine Anhebung der Daunorubicinaufnahme in die Zellen über 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 Durchflußzytometrie und auch im Transportassay akkumulieren die sensiblen

EPP85-181P-Zellen nach einer Inkubation mit Dexniguldipin weniger Daunorubicin als

ohne die Behandlung mit einem Chemosensitizer (FACS -28%, Transport -11%).

• Der resistente Klon EPP85-181RDB wird durch Dexniguldipin in beiden Methoden um

mehr als +190% in seiner Daunorubicinaufnahme gegenüber den unbehandelten resistenten

Zellen gesteigert.

• Dexniguldipin führt jedoch nicht zu einer vollständigen Aufhebung der Resistenzmecha-

nismen der resistenten EPP85-181RDB-Zellen, sondern nur zu einer teilweisen

Annäherung an das Akkumulationsniveau der mit Dexniguldipine behandelten sensitiven

Zellen (FACS        -49%, Transport -54%).

 

3.2.4 Humane Magenkarzinom-Zellen

EPG85-257P, EPG85-257DAU

• Die sensiblen EPG85-257P-Zellen akkumulieren nach einer Inkubation mit Dexniguldipin

möglicherweise weniger Daunorubicin als ohne Behandlung mit einem Chemosensitizer

(FACS -10%, Transport -6%).

• Der resistente Klon EPG85-257DAU wird durch Dexniguldipin in beiden Methoden je-

doch um mehr als +60% in seiner Daunorubicinaufnahme gegenüber den unbehandelten

resistenten Zellen gesteigert (FACS +62%, Transport +84%).

• Dexniguldipin führt auch hier nicht zu einer vollständigen Aufhebung der Resistenzme-

chanismen der resistenten EPG85-257DAU-Zellen, sondern nur zu einer teilweisen

Annäherung an das Sensitivitätsniveau der mit Dexniguldipin behandelten sensitiven Zel-

len (FACS -48%, Transport -39%).
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3.3 Meßergebnisse nach Inkubation mit Dexniguldipin oder Ciclospor in

Sowohl der Transportassay als auch die Durchflußzytometrie messen, wie in 3.1-a bis 3.1-j

beschrieben, lineare Zusammenhänge der intrazellulären Daunorubicinkonzentration in Ab-

hängigkeit von der extrazellulären Daunorubicinkonzentration. Trotz dieser Linearität sind

Meßunterschiede beider Methoden beim Vergleich von Zellen, die mit Chemosensitizer inku-

biert wurden, gegenüber der Kontrollgruppe vorhanden.

Bei den sensitiven F4-6-Zellen ergaben die Untersuchungen (Grafik 3.3-a):

• Das Durchflußzytometer analysiert eine Minderakkumulation der F4-6-Zellen nach der

Inkubation mit Dexniguldipin unter das Niveau der nicht behandelten sensitiven Zellen. Da

dieses im Transportassay nicht zu bestätigen war, muß eine direkte Minderung der

Daunorubicinfluoreszenz durch Dexniguldipin in Betracht gezogen werden.

• Nach Inkubation der sensitiven Zellen mit Ciclosporin verzeichnen sowohl die Durchfluß-

zytometrie als auch der Transportassay eine intrazelluläre Akkumulation von Daunorubicin

über das Niveau der nicht behandelten sensitiven Zellen hinaus. Die Akkumulation liegt

höher als nach Inkubation der Zellen mit Dexniguldipin.

• Bei den sensitiven F4-6-Zellen beschreibt das Durchflußzytometer gegenüber dem Trans-

portassay eine Minderakkumulation nach Inkubation mit Dexniguldipin bzw. Ciclosporin

von mehr als 19%.

Ähnlich wie bei den sensitiven F4-6-Zellen unterscheiden sich auch die Ergebnisse bei den

resistenten F4-6RADR-Zellen (Grafik 3.3-a). Am deutlichsten wird diese Diskrepanz der

Meßergebnisse zwischen der Durchflußzytometrie und dem Transportassay bei den resistenten

F4-6RADR-Zellen nach Inkubation mit Dexniguldipin.

• Während mit der Durchflußzytometrie bei diesen Zellen nur eine Daunorubicinakkumula-

tion auf 107% der Aufnahme sensitiver Zellen gefunden wird, beschreibt der

Transportassay eine Akkumulation auf 162% der gleichbehandelten sensitiven Zellen. Das

ist ein Meßunterschied von mehr als 50%.

• Wie auch schon bei den sensitiven Zellen festzustellen war, verzeichnen sowohl die Durch-

flußzytometrie als auch der Transportassay nach Inkubation der Zellen mit CsA eine

intrazelluläre Akkumulation von Daunorubicin über das Niveau der nicht behandelten sen-

sitiven Zellen hinaus.
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Gezeigt werden hier die Meßergebnisse der sensitiven F4-6 und der resistenten F4-6RADR-

Zellen. Aus Gründen der Vergleichbarkeit sind die Resultate in Prozent nach Inkubation der

Zellen mit 1,991 µmol/l Daunorubicin angegeben.
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Grafik 3.3-a und 3.3-b: Diese Abbildungen zeigen die Meßergebnisse der sensitiven F4-6 und

resistenten F4-6RARD-Zellen jeweils mit Dexniguldipin (DNIG) oder Ciclosporin (CsA) im

Vergleich zu nicht inkubierten Kontrollgruppen. Die extrazelluläre Daunorubicinkonzentrati-

on beträgt 1,991 µmol/l . Als 100% wurde die Daunorubicinakkumulation der nicht

behandelten sensitiven Zellen gesetzt. Die Kontrollgruppen sind die jeweils nicht mit Chemo-

sensitizer behandelten sensitiven bzw. resistenten Zellen.
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Bei dem Vergleich der Daunorubicinakkumulationsratios aller Zelli nien nach Zugabe von

Ciclosporin oder Dexniguldipin ist in der Tabelle 3.2-a zu sehen:

• Die Durchflußzytometrie ermittelt bei den sensitiven und resistenten Zellen aller Zell reihen

in Anwesenheit eines Chemosensitizers eine geringere Daunorubicinakkumulation als der

Transportassay. Nach Zugabe eines Chemosensitizers zu den Zellen beträgt bei den F4-6-

Zellen mit Dexniguldipin die gemessene Minderakkumulation bis zu 22% gegenüber den

nicht mit Dexniguldipin behandelten Zellen. Im Transportassay ist diese verminderte

Daunorubicinaufnahme nicht zu verifizieren. Diese Ergebnisse weisen auf einen systemati-

schen Meßfehler der Durchflußzytometrie nach Inkubation von Zellen mit Dexniguldipin

bzw. Ciclosporin hin.

3.4 Meßunterschiede bei vesikelbildenden Zellen

Die bisherigen Ergebnisse betrachteten jeweils die Gesamtaufnahme an Daunorubicin in die

Zellen. Das besagt jedoch wenig über die wirksame Menge an Daunorubicin am Angriffsort

des Chemotherapeutikums. Daunorubicin interkaliert in dem Zellkern mit der DNA und ver-

ursacht eine Hemmung der Nukleinsäuresynthese. Die Menge des an DNA gebundenen

Daunorubicins gibt somit Aufschluß über die eigentliche Sensitivität der Zelle. Daher wurde

die gemessene Fluoreszenzintensität zusätzlich zu der Gesamtaufnahme noch jeweils mit der

Daunorubicinakkumulation in der gebundenen und zytoplasmatischen Fraktion korreliert. Bei

den F4-6, CCRF CEM und EPP85-181-Zellen konnte eine gute Korrelation der gebundenen

Fraktion im Transportassay mit der in der Durchflußzytometrie ermittelten Gesamtaufnahme

an Daunorubicin festgestellt werden. Die vollständigen Grafiken zur Daunorubicinakkumula-

tion aller Zell reihen sowie die Korrelationen zwischen Transportassay und

Durchflußzytometrie befinden sich im Anhang (Grafik 9.1-a bis 9.6-g).

Gezeigt werden hier Ergebnisse der resistenten Magenkarzinom-Zellen EPG85-257DAU, bei

denen keine gute Korrelation der durchflußzytometrischen Meßergebnisse mit der gebundenen

Fraktion des Transportassays gefunden werden konnte. Die Zelleigenschaften dieser Zellen

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

denen z.B. das Daunorubicin akkumuliert und aus der Zelle transportiert wird.

Bei gleichen Ausgangswerten nach Inkubation der Zellen mit Daunorubicin entsteht eine

signifikante Diskrepanz der Meßergebnisse nach Inkubation der resistenten Zellen mit Dexni-

guldipin. Die Durchflußzytometrie mißt eine Zunahme der Daunorubicinakkumulation von

34% auf 56% des Niveaus der sensitiven Zellen. Der Transportassay ergibt hingegen in der

gebundenen Fraktion der Zellen einen Anstieg der Daunorubicinaufnahme von 34% auf

129%. Dies bedeutet eine 2,3-fach geringere Sensitivität des Durchflußzytometers (FACS) bei

Messung der Zellen nach Inkubation mit Dexniguldipin gegenüber dem Transportassay

(Transport).
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Graphik 3.4.1: Meßergebnisse des Durchflußzytometers (FACS) und der gebundenen Frakti-

on des Transportassays (Transport) bei den vesikelbildenden resistenten EPG85-257DAU-

Zellen. Inkubiert wurde bei 1,991µmol/l Daunorubicin mit und ohne 3,3 µmol/l Dexniguldipin

(DNIG).
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3.5  Messungen von Subpopulationen in der Zellkultur

Gewebe und auch Blut bestehen aus Zellen unterschiedlicher Populationen. Innerhalb dieser

Gewebe ist zu Beginn einer Zellentartung nur ein geringer Prozentsatz der Zellen möglicher-

weise resistent gegen Chemotherapeutika. Eine Möglichkeit, diese in vivo vorkommenden

Zellpopulationen in vitro zu simulieren, ist die Mischung von resistenten und sensitiven Zel-

len. Es wurde untersucht, wie der Transportassay und die Durchflußzytometrie diese

zusammengesetzten Zellsuspensionen messen.
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Grafik 3.5-a: Grafische Auswertung des Transportassays zur Analyse von gemischten Popu-

lationen. Gezeigt sind Ergebnisse des Transportassay bei Messungen 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 µmol/l (geschlossene Symbole). Mittelwert von  n=3.
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Der Transportassay ermöglicht bei Mischungen von Zellpopulationen nur eine relative und

zudem nicht sehr genaue Analyse der Mischungsverhältnisse. Eine Abschätzung ist nur mög-

lich, wenn zumindest die Daunorubicinakkumulation einer Zell reihe bekannt ist. Anhand der

Gesamtaufnahme der Mischpopulation im Vergleich zu der Akkumulation bekannter Zell rei-

hen kann eine Abschätzung probiert werden.

Das Durchflußzytometer mißt die Fluoreszenz des akkumulierten Daunorubicins jeder einzel-

nen Zelle. Diese Einzelergebnisse können dann in einem Diagramm wiedergegeben und auch

als absolute oder prozentuale Zellzahl angegeben werden. Durch diese Methode kann eine

Mischung von Zellen > 1:100 erkannt und dargestellt werden.

Durchflußzytometrie

Grafik 3.5-b: Grafik 3.5-c:

Dargestellt sind Originalprotokolle von Messungen der Durchflußzytometrie. Gezeigt werden

in Grafik 3.5-b Messungen von gemischten Zellpopulationen aus 50% sensitiven und 50%

resistenten Zellen, in Grafik 3.5-c von 90% sensitiven und 10% resistenten Zellen. In den

oberen Grafiken ist kein Chemosensitizer verwendet worden, in den unteren Grafiken wurde

zusätzlich mit 10µmol/l CsA inkubiert.
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3.6 Meßunterschiede bei Temperaturveränderungen

Die Funktion des P-Glykoproteins als membranständige Eff luxpumpe für Zellgifte ist abhän-

gig von der Umgebungstemperatur. Das bedeutet, daß nach Inkubation von MDR-Zellen mit

Daunorubicin, es durch Abkühlung der Zellen zu einer Mehranreicherung des Daunorubicins

innerhalb der Zelle kommen wird.

Eine vermehrte Aufnahme in die resistenten Zellen ließ sich nur mit dem Transportassay

nachweisen. Die Abnahme der Temperatur von 37°C auf 4°C führte zu einer Zunahme des

Daunorubicin innerhalb der Zelle um 135%.  Mit der Durchflußzytometrie konnte keine Zu-

nahme der Akkumulation in der Zelle festgestellt werden. Statt dessen nahm die

Fluoreszenzintensität bei den resistenten Zellen bei Abkühlung von 37° auf 4°C um 24% ab.

Die temperaturbedingte Abnahme der Fluoreszenz überlagert also als physikalischer Effekt

die eigentlich gegensinnig ansteigende Signalintensität der Daunorubicinakkumulation.

In den sensitiven Zellen ist in beiden Meßmethoden eine Abnahme der Daunorubicinaufnah-

me nachgewiesen. Jedoch ist auch hier die Verminderung des Signals in der

Durchflußzytometrie mit Abnahme der Fluoreszenz um 79% deutlich stärker als beim Trans-

portassay mit einer Abnahme des Daunorubicingehaltes um 50%.
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Durchflußzytometrie
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Grafik 3.6-a:  Gemessen wurde die Fluoreszenzintensität der Zellen nach Inkubation der

Zellen mit 1,991 µmol/l Daunorubicin bei unterschiedlichen Temperaturen.
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Grafik 3.6-b: Gezeigt ist die Daunorubicingesamtaufnahme nach Inkubation der Zellen mit

1,991 µmol/l Daunorubicin bei unterschiedlichen Temperaturen.
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4 Diskussion

Funktionelle Assays bieten die genaueste und sensitivste Methode zur Bestimmung von trans-

portassoziierten Chemotherapeutikaresistenzen in Zellsystemen (McGown et al. 1983). Durch

sie ist eher eine Vorhersage klinischer Prognosen in der Tumortherapie möglich, als durch die

alleinige Expressionsanalyse beispielsweise des P-Glykoproteins (Guerci et al. 1995).

Diese Arbeit vergleicht die Ergebnisse zweier funktioneller Assays in der Tumorresistenzfor-

schung. Analysiert wurde die Daunorubicinaufnahme in P-Glykoprotein-positiven

Tumorzellen mit einer Sili konölfilt rations- und einer durchflußzytometrischen Meßmethode.

Es stand die Daunorubicinaufnahme in vier verschiedene Zelli nien (F4-6, CCRF CEM,

EPP85-181 und EPG85-257) mit unterschiedlicher Herkunft und teilweise unterschiedlichen

Resistenzmechanismen zur Diskussion.

Das verwendete Durchflußzytometer (FACS) der Firma Becton Dickinson mißt die Fluores-

zenzintensität von Stoffen, die mit einem Argonionenlaser bei einer Wellenlänge von 488 nm

angeregt werden können. Daunorubicin wird  zur Fluoreszenz mit der Wellenlänge von 580

nm angeregt und ist im FACS semiquantitativ meßbar (Chaires 1982). Meßdaten zur Struktur

und Funktion von Zellen werden gleichzeitig mit einer Messung registriert. Das Meßgerät

ermöglicht die Erfassung gemischter Zellpopulationen in einem Meßvorgang und erlaubt bei

der Auswertung durch ein „gating“ diese Populationen voneinander abzugrenzen. Gegenüber

herkömmlichen Proli ferationsassays wird, durch die geringe Anzahl von benötigten Zellen pro

Meßvorgang, eine Unabhängigkeit des Meßzeitpunktes von der teilweise langwierigen An-

zucht bis zur exponentiellen Vermehrung der Zellen in einer Kultur erreicht. Ein Nachteil der

Durchflußzytometrie ist, daß nur fluoreszierende Stoffe gemessen werden können. Eine

durchflußzytometrische Resistenzdiagnostik von Tumorzellen wird daher immer unvollstän-

dig bleiben. Auch läßt die Gesamtaufnahme von Chemotherapeutika in eine Zelle ohne

genaue Kenntnis der jeweili gen Zelleigenschaften keine eindeutige Aussage über den intra-

zellulär wirksamen Anteil des Zellgiftes zu. Ein bisher nicht genau geklärtes Problem liegt in

der Abschwächung der Fluoreszenzintensität von Stoffen, „Quenching“ (Unterdrückung)

genannt, welches für Daunorubicin nach Bindung an DNA nachgewiesen wurde (McGown et

al. 1983, Tarasiuk et al. 1989, Lankelma et al. 1991, Dordal et al. 1995).

Als Transportassay wurde eine Sili konölfilt rationsmethode gewählt. Diese quantitative Me-

thode beruht auf der Messung einer radioaktiv markierten Transportsubstanz und kann
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Transportvorgänge erfassen, die sich durch eine Verschiebung der Substanz in extra- und

intrazelluläre Räume ergeben. Eine umfassende Resistenzdiagnostik von Tumorzellen ist

durch den Einsatz der jeweili gen radioaktivmarkierten Transportsubstanz möglich. Intrazel-

lulär aufgenommene Transportsubstanz, in den vorliegenden Versuchen 3H-Daunorubicin,

wird mit dieser Messung einer „zytosolischen“ und einer „gebundenen“ Fraktion in der Zelle

zugeordnet. Als weitere Aufnahmegröße ergibt sich aus der Addition dieser beiden Fraktionen

die Gesamtaufnahme von Daunorubicin in die Zelle. Als Nachteil bei dieser Methode sind die

vielen Pipettierschritte und Zentrifugationen anzusehen, die einen hohen personellen und

zeitli chen Aufwand bedeuten. Des weiteren wird eine relativ große Anzahl von Zellen (ca. 106

- 107 Zellen) für diese Methode benötigt. Dieses und der Umgang mit Radioaktivität macht

den Einsatz der Sili konölfilt rationsmethode in der täglichen klinischen Routinediagnostik

unwahrscheinlich.

Als Chemosensitizer zur Resistenzüberwindung der mdr1-Gen-positiven Zellen wurden

Ciclosporin und Dexniguldipin verwandt. Dexniguldipin ist ein Kalziumkanalblocker mit

einer höheren Potenz als das bereits klinisch verwendete Verapamil (Höllt et al. 1992). Ihm

gegenüber besitzt das Dexniguldipin auch den Vorteil über die Zeit der direkten Präsenz im

Medium hinaus das P-Glykoprotein längerfristig zu inhibieren (Roller et al. 1993). Dexnigul-

dipin wird in Zukunft möglicherweise eine Alternative zu dem stark kardial wirkenden

Verapamil darstellen (Hofmann et al. 1994). Bei mdr1-Gen-positiven Zellen korreliert die

Resensibili sierung resistenter Zellen durch Dexniguldipin mit der meßbaren Expression des P-

Glykoproteins auf der Zelloberfläche. Bei anderen Resistenzmechanismen, wie z.B. der Ver-

änderungen der Topoisomerase-II-Aktivität in den Tumorzellen, zeigt sich durch

Dexniguldipin keine Zunahme der Sensitivität resistenter Zellen (Hofmann et al. 1994). Der

andere verwendete Chemosensitizer Ciclosporin ist ein Immunsupressivum und befindet sich

bereits in klinischer Erprobung zur Beeinflussung von Resistenzen in der Tumortherapie

(Sikic et al. 1991). Ciclosporin verändert die physikalisch-chemischen Eigenschaften und die

Funktion der Zellmembran (Philli ps et al. 1993). Neben einer den Auswärtstransport hem-

menden Komponente hat Ciclosporin noch unspezifische, bindungssteigernde Effekte an

sensitiven und resistenten Zellen. Diese führen zu einer vermehrten Akkumulation besonders

in der gebundenen Fraktion des Sili konöfilt rationsassays (Dietel et al. 1994, Dörner 1996).

Zusätzlich weist das Lösungsmittel für Ciclosporin (Tween) einen eigenständigen zellsensibi-

li sierenden Effekt auf (Dörner 1996). Der genaue Mechanismus von Ciclosporin und
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Dexniguldipin, der zur Aufhebung der Resistenz in Tumorzellen führt, ist nicht bekannt. Eine

unterschiedliche Wirkungsweise beider Chemosensitizer in der Sensitivierung von P-

Glykoprotein-positiven Zellen konnten Dietel et al. 1994 nachweisen. Sie beschreiben eine

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

Ciclosporin, durch die Kalziumkanalblocker Verapamil und Dexniguldipin.

In unseren Untersuchungen kann die Wirkungsweise der beiden Medikamente folgenderma-

ßen dargestellt werden.

Resistente Zellen inkubiert mit einem Chemosensitizer:

• Die CCRF CEM DAC-Zellen, bei denen neben der Expression des P-Gp auch eine ver-

minderte Topoisomerase-II-Aktivität nachgewiesenen ist (Kapaun 1994), werden durch

Dexniguldipin nicht vollständig auf das Akkumulationsniveau der gleichbehandelten sen-

sitiven Zellen gebracht (FACS -27%, Transportassay -19%).

• Ciclosporin bewirkt hingegen eine Daunorubicinaufnahme in die CCRF CEM DAC Zellen

über das Niveau der ebenso behandelten sensitiven Zellen hinaus (FACS + 47%, Trans-

portassay + 17%).

• Bei den F4-6RADR-Zellen ist, wie bei den CCRF CEM DAC-Zellen, die Akkumulation

nach Inkubation mit Ciclosporin ebenfalls größer als nach Inkubation mit Dexniguldipin.

• In beiden verwendeten Untersuchungsmethoden konnte Dexniguldipin die Daunorubicin-

aufnahme der resistenten Zellen EPG85-257DAU und EPP85-181RDB nicht auf das

Akkumulationsniveau der mit Dexniguldipin behandelten sensitiven Zellen erhöhen

(EPP85-181RDB: FACS -49%, Transport -54%; EPG85-257DAU: FACS -48%, Transport

-39%). Für die EPG85-257DAU-Zelli nie sind in der Literatur neben dem durch Dexnigul-

dipin gehemmten P-Glykoprotein noch andere funktionelle Resistenzmechanismen

beschrieben (Dietel et al. 1990, Seidel et al.1995, Reymann et al. 1996), was die persistie-

rende Minderakkumulation erklären kann. Wahrscheinlich verfügen auch die EPP85-

181RDB ebenfalls über weitere Mechanismen, die zur Resistenzentwicklung der Zellen

beitragen.



DISKUSSION                                                                                                                                  56

Sensitive Zellen inkubiert mit einem Chemosensitizer:

• Ciclosporin verursacht in den sensitiven F4-6- und den CCRF CEM-Zellen eine Daunoru-

bicinaufnahme über das Niveau der Kontrollen hinaus (F4-6: FACS +28%, Transport

+59%, CCRF CEM: FACS +15%, Transport +16%).

• Bei den sensitiven Zelli nien F4-6 mit Dexniguldipin ist im Durchflußzytometer ein ver-

mindertes Fluoreszenzsignal gegenüber den Kontrollen zu verzeichnen. Dieses Ergebnis

konnte im Transportassay nicht bestätigt werden (FACS -22%, Transport +2%) und beruht

also nicht auf einer Änderung der Daunorubicinakkumulation sondern eher auf einer durch

Dexniguldipin induzierten Dämpfung des Fluoreszenzsignals.

• Die Inkubation der CCRF CEM Zellen mit Dexniguldipin führte zu einem überraschenden

Ergebnis. Diese sensitiven Zellen mit Dexniguldipin akkumulieren mehr Daunorubicin als

die sensitive Kontrollgruppe (FACS +8%, Transport +25%). Der mögliche Hintergrund

dieser gesteigerten Aufnahme ist, daß die CCRF CEM Zellen als humane T-Zell -Leukämie

eine um 40% höhere P-Gp-Expression besitzen als periphere Lymphozyten des Nor-

malblutes (Kapaun 1994).

• Dexniguldipin bewirkt bei den sensitiven Zellen EPG85-257P und EPP85-181P eine nicht

eindeutig zu erklärende Minderakkumulation von Daunorubicin in den Zellen (EPP85-

181RDB: FACS -28%, Transport -11%; EPG85-257DAU: FACS -10%, Transport -6%).

Der Transportassay und das Durchflußzytometer messen eine lineare Zunahme der

Daunorubicingesamtaufnahme in Abhängigkeit von der eingesetzten extrazellulären Anthra-

zyklinmenge. Die vorliegenden Ergebnisse der Gesamtaufnahme zeigen mit r2= 0,983 eine

gute Korrelation beider Meßmethoden miteinander. Die gute Vergleichbarkeit der durchfluß-

zytometrisch gemessenen Daunorubicinmenge mit quantitativen Analysen befindet sich somit

im Einklang zu den Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen (McGown et al. 1983, Merlin et al.

1994). Dordal et al. zeigten 1995 eine Proportionalität der gemessenen Daunorubicinaufnah-

me im Vergleich einer Sili konölfilt rationsmethode mit einer durchflußzytometrischen

Messung im Bereich von  4 bis 20 µM Daunorubicin. Unsere Untersuchungen zeigen schon

ab der gemessen Anfangskonzentration von 0,286 µmol/l Daunorubicin eine gute Korrelation

beider Meßmethoden.
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Daunorubicin verteilt sich nach der Diffusion durch die Zellmembran in verschiedene Zell-

kompartimente, aus denen es zum Teil nicht mehr in Lösung gehen kann (Dordal 1995). Die

Fluoreszenz betreffend lassen sich diese Zellkompartimente in einen Bereich mit Quenching

und einen Bereich ohne Quenching unterteilen. Nur im Bereich ohne Quenching kann das

Daunorubicin normal zur Fluoreszenz angeregt werden und ist somit uneingeschränkt meßbar.

Im Quenching-Bereich kann das Daunorubicin nach Bindung an die DNA nicht mehr normal

zur Fluoreszenz gebracht werden und wird von der Durchflußzytometrie nur noch stark redu-

ziert gemessen (Lankelma 1991). Tarasiuk et al. zeigten 1989, daß von der Fluoreszenz-

intensität des Daunorubicins durch Titration mit DNA mehr als 97% der Fluoreszenz gequen-

ched werden können. McGown et al. beschreiben 1983 eine gute Linearität zwischen einer

direkten Messung der Gesamtaufnahme von Daunorubicin und einer durchflußzytometrischen

Meßmethode. Sie beziffern dabei das Ausmaß des Quenching auf 15% des intrazellulären

Daunorubicins. Dordal et al. weisen 1995 darauf hin, daß das Ausmaß des Quenching inner-

halb einer Zelle nicht von der extrazellulären Anthrazyklinkonzentration abhängig ist sondern

nur von der Menge an DNA, die zur Bindung für die Anthrazykline bereitsteht. In der Litera-

tur wurde der Zusammenhang zwischen dem Quenching von Fluoreszenz und der Bindung

von Anthrazyklinen an DNA bisher nicht bestritten. Meinungsunterschiede bestehen darin, ob

die Anthrazyklinkonzentration oder aber die Menge an Zell -DNA die primäre Komponente

ist, die zu diesem Phänomen führt. Fest steht, daß die Anthrazykline mit der DNA erst inter-

kalieren müssen, um wirksam zu sein. Somit stellt vermutlich dieser Quenching-Bereich den

eigentlich effektiven Anteil des aufgenommenen Daunorubicins dar.

Die vorliegenden Ergebnisse lassen keine eindeutigen Aussagen zu diesem Mechanismus des

Quenching in den Zellen zu. Sowohl in den CCRF, den F4-6 und den EPP85-181 Zelli nien ist

die Korrelation zwischen der gemessenen Fluoreszenzintensität und der gebundenen-, zytoso-

lischen- und der Gesamtaufnahme ab 0,286 µmol/l bis 5,784 µmol/l Daunorubicin annähernd

gleich gut und im Schwankungsbereich von vitalem Untersuchungsmaterial. Bemerkenswert

ist jedoch, daß im Vergleich der Ergebnisse der Gesamtaufnahmen beider Meßmethoden, bei

der Durchflußzytometrie immer geringere Ratios berechnet wurden als im Transportassay.

Dieses, verbunden mit der Linearität der Messungen und der guten Korrelation der Ergebnisse

der beiden Methoden zueinander, könnte ein Hinweis auf ein prozentuales Quenching-

Phänomen von intrazellulärem Daunorubicin sein.
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Bei den vesikelbildenden Zellen EPG85-257DAU korreliert neben der Daunorubicinge-

samtaufnahme der Zellen nur noch die zytosolische Fraktion mit der gemessenen

Fluoreszenzintensität. Das intrazellulär gebundene Daunorubicin nimmt in diesen Zellen

überproportional zu. Eine Inkubation der resistenten EPG85-257DAU-Zellen mit 3,3 µmol

Dexniguldipin ergibt im Durchflußzytometer eine Zunahme der Daunorubicinakkumulation

um 34%, in der gebundenen Fraktion des Transportassay hingegen um mehr als 230% gegen-

über der resistenten Kontrollgruppe. Bei den vorliegenden Ergebnissen befinden sich die mit

Daunorubicin gefüllten intrazellulären Vesikel der EPG85-257DAU bei der Auswertung der

Sili konölfilt rationsmethode wahrscheinlich in der gebundenen Fraktion. Hingegen konnten

Reymann et al. 1996 zeigen, daß sich diese Vesikel im Sili konölfilt rationsassay in der zytoso-

lischen Phase wiederfinden. Die Unterschiedlichkeit der Ergebnisse kann durch die begrenzte

Anzahl an Versuchen an den lebenden Zellsystemen begründet sein.

Das P-Glykoprotein als membranständige Eff luxpumpe für Zellgifte arbeitet temperaturab-

hängig (Reymann et al. 1983). Resistente Zellen akkumulieren bei geringerer Inkubations-

temperatur mehr Daunorubicin als bei 37°C. Eine Zunahme der intrazellulären Daunorubicin-

aufnahme konnte im Transportassay bei Abkühlung der Zellen von 37°C auf 4°C um 134%

nachgewiesen werden. Dieses Akkumulationsverhalten konnte mit der Durchflußzytometrie

nicht dargestellt werden. Die Fluoreszenz des Daunorubicins in den Zellen nahm bei gleichen

Versuchsbedingungen sogar um 24% ab. Eine Ursache hierfür liegt in möglichen intrazellulä-

ren Vorgängen. So verändert sich die Fluoreszenz von Farbstoffen bei Änderung des pH-

Wertes oder bei Auskristalli sation. Bei Daunorubicin ändert sich die Farbe von blaßrot / rosa

bei sauren pH-Werten hin zu blau bei alkalischen pH-Werten (Merck-Index 1996). Durch die

radioaktive Markierung Daunorubicins im Transportassay hingegen führen intrazellulären

Änderung der Eigenschaften eines Farbstoffes nicht zu einer Veränderung des Ergebnisses.

Übereinstimmend weisen beide Versuchsmethoden eine Abnahme der Daunorubicinakkumu-

lation in den sensitiven Zellen nach. Dieser Vorgang könnte durch eine geringere

Diffusionsgeschwindigkeit des Daunorubicins in die Zelle hinein durch die herabgesetzte

Brown’sche Molekularbewegung bei Verringerung der Temperatur verursacht worden sein.

Bei definierter Inkubationstemperatur von Zellen scheint die gute Übereinstimmung der Er-

gebnisse beider Meßmethoden eine Einführung der Durchflußzytometrie auf dem Gebiet der
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funktionellen Tumordiagnostik zu rechtfertigen. Zudem ermöglicht die Durchflußzytometrie

eine Analyse bestimmter Zellen innerhalb einer gemischten Zellsuspension bis zu einem

Mischungsverhältnis von > 1:100 und es werden im Vergleich zur Sili konölfilt rationsmethode

nur 1/20 der Zellen und 1/10 an Zeit für die Messungen benötigt. Mit dem Transportassay sind

durch die Aufteilung der Daunorubicinakkumulation in verschiedene Zellkompartimente,

Unterschiede im Akkumulationsverhalten von Zellen erforschbar. Beide Methoden erlauben

mit der Darstellung der Gesamtaufnahme eine Abschätzung der vorhandenen Resistenz von

Zellen. Die EPG85-257DAU zeigen, daß die Kenntnis von speziellen Zelleigenschaften bei

beiden Meßmethoden für eine Auswertung der Meßergebnisse mit Abschätzung einer klini-

schen Prognose wichtig ist.
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5 Zusammenfassung
Die Multidrug Resistenz als induzierte Kreuzresistenz von Tumorzellen wird durch das mem-

branständige Glykoprotein P-Gp 170 vermittelt. Die bereits in klinischen Studien untersuchten

Chemosensitizer Ciclosporin und Verapamil bewirken über nicht genau bekannte Mechanis-

men eine Resensibili sierung der resistenten Zellen. Funktionelle Transportassays bieten eine

sensitive Möglichkeit zur Abschätzung der Resistenz von Tumorzellen, da durch sie auch

atypische Resistenzformen von Zellen erfaßt werden können. Diese Arbeit beschäftigt sich

mit der Validierung einer durchflußzytometrischen Methode zur Messung der Daunorubicin-

aufnahme von Tumorzellen mit unterschiedlichen Formen transportassoziierter

Zytostatikaresistenz. Als Referenz wurde eine auf Radioaktivitätsmessung beruhende Sili kon-

ölfilt rationsmethode gewählt, die eine Aufteilung der Daunorubicingesamtaufnahme in einen

gebundenen und zytosolischen Anteil ermöglicht.

Die Meßdaten der Daunorubicingesamtaufnahme zeigen in beiden Methoden mit r2 > 0,95

eine gute Korrelation der beiden funktionellen Assays für die Tumorzelli nien CCRF CEM,

F4-6, EPP85-181-Zellen, sowie für ihre resistente Subklone, bei denen überwiegend das P-

Glykoprotein als Resistenzmechansimus wirksam ist. In folgenden Punkten ergaben sich

jedoch Unterschiede zwischen den Meßergebnissen beider Methoden: In gemischten Zellsus-

pensionen war durchflußzytometrisch noch ein Zellanteil von < 1% erfaßbar, während im

Transportassay allenfalls ein Zellanteil von > 10% nachgewiesen werden konnte. Der Einsatz

der Chemosensitizer Dexniguldipin und Ciclosporin führte zu einer Verminderung der durch-

flußzytometrisch ermittelten Fluoreszenzintensität um bis zu 22%. Diese Abnahme der

Daunorubicinakkumulation trat im Transportassay nicht auf. Eine Hemmung des P-

Glykoproteins durch Verringerung der Temperatur auf 4°C führten im Transportassay in den

resistenten CCRF CEM DAC-Zellen zu einer Erhöhung der Daunorubicinaufnahme um mehr

als 130%. Durchflußzytometrisch wird diese vermehrte Daunorubicinaufnahme wahrschein-

lich von einem Effekt der Abnahme der Fluoreszenzintensität überlagert, denn es wurde eine

Abnahme der Fluoreszenz um > 20% gemessen. Bei den vesikelbildenden resistenten Zellen

EPG85-257DAU mißt das Durchflußzytometer nach Inkubation der Zellen mit Dexniguldipin

eine 2,3-fach geringere Daunorubicinaufnahme gegenüber der im Transportassay gemessenen

gebundenen Daunorubicinakkumulation.

Eine gute Abschätzung der Daunorubicinaufnahme durch durchflußzytometrische Messungen

ist somit abhängig von Kenntnissen über spezielle Resistenzmechanismen von Zellen und

setzen standardisierte Untersuchungsbedingungen voraus.
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Anhang

Im Folgenden sind für alle gemessenen Zelli nien die Ergebnisse grafisch dargestellt . Exempla-

risch wird jeweils ein Versuch mit den Zellen gezeigt.

Legende der nachfolgenden Diagramme:

• Grafik a: Durchflußzytometer: Angegeben ist die Fluoreszenzintensität der Zellen in 

Bezug zu der extrazellulären Daunorubicinkonzentration.

• Grafik b: Transportassay: Gesamtdaunorubicinkonzentration pro mg intrazellulären

 Proteins in Bezug zu der extrazellulären Daunorubicinkonzentration.

• Grafik c: Transportassay: Menge des intrazellulär gebundenen Daunorubicins pro mg 

intrazellulären Proteins in Bezug zu der extrazellulären Daunorubicinkonzen-

tration.

• Grafik d: Transportassay: Menge des zytosolisch vorliegenden Daunorubicins bezogen 

auf das Zellvolumen in Bezug zu der extrazellulären Daunorubicinkonzen-

 tration.

• Grafik e: Vergleich der im Durchflußzytometer gemessenen Fluoreszenzintensität mit

der Gesamtaufnahme im Transportassay.

• Grafik f: Vergleich der im Durchflußzytometer gemessenen Fluoreszenzintensität mit 

der im Transportassay ermittelten gebundenen Fraktion.

• Grafik g: Vergleich der im Durchflußzytometer gemessenen Fluoreszenzintensität mit 

der im Transportassay ermittelten zytosolischen Fraktion.
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8.1 Murine Erythroleukämie-Zellen +/- Dexniguldipin
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Grafik 8.1-a bis 9.1-d
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Transpor tassay / Durchflußzytometr ie

Murine Erythroleukämie-Zellen +/- Dexniguldipin
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Grafik 8.1-e bis 9.1-g

Gezeigt sind die Meßergebnisse der einzelnen Zellf raktionen bezogen auf die gemessenen

Fluoreszenzintensitäten für die F4-6 (♦) und F4-6RADR (×) mit und ohne Dexniguldipin.

Zusätzlich sind die Steigungen der Korrelationsgeraden und deren Wahrheitswert zu den

Meßpunkten aufgetragen.
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8.2 Murine Erythroleukämie-Zellen +/- Ciclospor in
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Grafik 8.2-a bis 9.2-d
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Transpor tassay / Durchflußzytometr ie

Murine Erythroleukämie-Zellen +/- Ciclospor in
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Grafik 8.2-e bis 9.2-g

Gezeigt sind die Meßergebnisse der einzelnen Zellf raktionen bezogen auf die gemessenen

Fluoreszenzintensitäten für die F4-6 (♦) und F4-6RADR (×) mit und ohne Ciclosporin. Zu-

sätzlich sind die Steigungen der Korrelationsgeraden und deren Wahrheitswert zu den

Meßpunkten aufgetragen.
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8.3  Humane T-Zell -Leukämie +/- Dexniguldipin

D u rc h f l u ß zy to m eter

C C R F C E M C C R F C E M  + 
D N IG

C C R F C E M  
D A C

C C R F C E M  
D A C  + D N IG

0

50

100

150

200

250

0 1 2 3 4 5 6
DNR  im  M ed iu m  (µm o l/l )

F
lu

or
es

ze
nz

in
te

ns
itä

t 

(w
ill

kü
rli

ch
e 

E
in

he
ite

n)

G esa m tau fn ah m e

C C C R F C E M C C R F C E M  + 
D N IG

C C R F C E M  
D A C

C C R F C E M  
D A C  + D N IG

0

1000

2000

3000

4000

5000

6000

0 1 2 3 4 5 6
DNR  im  M ed iu m  (µm o l/l )

 D
N

R
 G

es
am

ta
uf

na
hm

e 

(p
m

ol
/m

g 
P

ro
te

in
)

G eb u n d en e F rak t i o n

C C R F  C E M C C R F  C E M  +  
D N IG

C C R F  C E M  
D A C

C C R F  C E M  
D A C  +  D N IG

0

200

400

600

800

1000

1200

0 1 2 3 4 5 6
D N R  im  M ed iu m  (µ m o l/l )

 D
N

R
 B

in
du

ng
 

(p
m

ol
/m

g 
P

ro
te

in
)

Z y to p las m at i sc h e F rak t i o n
C C R F  C E M C C R F  C E M  +  

D N IG

C C R F  C E M  
D A C

C C R F  C E M  
D A C  +  D N IG

0

100

200

300

400

500

600

700

800

900

0 1 2 3 4 5 6
D N R  im  M ed iu m  (µ m o l/l )

 D
N

R
 z

yt
op

la
sm

at
is

ch
 

(µ
m

ol
/l)

Grafik 8.3-a bis 9.3-d
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Transpor tassay / Durchflußzytometr ie

Humane T-Zell -Leukämie +/- Dexniguldipin
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Grafik 8.3-e bis 9.3.g

Gezeigt sind die Meßergebnisse der einzelnen Zellf raktionen bezogen auf die gemessenen

Fluoreszenzintensitäten für die CCRF CEM (♦) und CCRF CEM DAC (×) mit und ohne

Dexniguldipin. Zusätzlich sind die Steigungen der Korrelationsgeraden und deren Wahr-

heitswert zu den Meßpunkten aufgetragen.
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8.4 Humane T-Zell -Leukämie +/- Ciclospor in
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Grafik 8.4-a bis 9.4-d
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Transpor tassay / Durchflußzytometr ie

Humane T-Zell -Leukämie +/- Ciclospor in
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Grafik 8.4-e bis 9.4-g

Gezeigt sind die Meßergebnisse der einzelnen Zellf raktionen bezogen auf die gemessenen

Fluoreszenzintensitäten für die CCRF CEM (♦) und CCRF CEM DAC (×) mit und ohne

Ciclosporin. Zusätzlich sind die Steigungen der Korrelationsgeraden und deren Wahrheits-

wert zu den Meßpunkten aufgetragen.
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8.5 Humane Pankreaskarzinom-Zellen +/- Dexniguldipin
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Grafik 8.5-a bis 9.5-d
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Transpor tassay / Durchflußzytometr ie

Humane Pankreaskarzinom-Zellen +/- Dexniguldipin
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Grafik 8.5-e bis 9.5-g

Gezeigt sind die Meßergebnisse der einzelnen Zellf raktionen bezogen auf die gemessenen

Fluoreszenzintensitäten für die EPP85-181P (♦) und EPP85-181RDB (×) mit und ohne Dex-

niguldipin. Zusätzlich sind die Steigungen der Korrelationsgeraden und deren Wahrheitswert

zu den Meßpunkten aufgetragen.
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8.6 Humane Magenkarzinom-Zellen +/- Dexniguldipin
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Grafik 8.6-a bis 9.6-d
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Transpor tassay / Durchflußzytometr ie

Humane Magenkarzinom-Zellen +/- Dexniguldipin
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Grafik 8.6-e bis 9.6-g

Gezeigt sind die Meßergebnisse der einzelnen Zell fraktionen bezogen auf die gemessenen

Fluoreszenzintensitäten für die EPG85-257P (♦) und EPG85-257DAU (×) mit und ohne

Dexniguldipin. Zusätzlich sind die Steigungen der Korrelationsgeraden und deren Wahrheits-

wert zu den Meßpunkten aufgetragen.


