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Einleitung

1 EINLEITUNG

1.1 Krebs

Krebs ist keine einheitliche Krankheit, sondern ein Oberbegriff fur mehr als
hundert verschiedener bdsartiger maligner Erkrankungen. Nahezu jedes
Gewebe unseres Korpers kann maligne Entartungen hervorbringen, manchmal
sogar mehrere unterschiedliche Typen. Jedes der Leiden wiederum hat seine
eigenen Merkmale. Trotz dieser Verschiedenartigkeit entstehen alle Tumore

durch recht ahnliche grundlegende Prozesse.

Die 30 Billionen Zellen eines gesunden menschlichen Korpers leben in einer
komplexen Gemeinschaft, die auf wechselseitigen Abhangigkeiten und geteilter
Herrschaft beruht. Ob sich eine Zelle vermehrt oder nicht, unterliegt dem
Einfluss anderer: Normalerweise teilt sie sich nur, wenn sie von benachbarten
Zellen dazu eine Aufforderung erhalt. Diese unaufhoérliche Zusammenarbeit und
Kontrolle gewahrleistet, dass jedes Gewebe eine dem Korper angemessene
Ausdehnung und Architektur behalt.

Ganz anders Krebszellen: Sie durchbrechen die Kontrollen, beachten die
ublichen Beschrankungen des Zellwachstums nicht mehr und folgen ihrem
eigenen Vermehrungsprogramm. Hinzu kommt eine noch heimtickischere
Eigenschaft - ihre Fahigkeit, den Ort ihres Entstehens zu verlassen, in
benachbarte Gewebe einzudringen, sich abzusiedeln und selbst an weit
entfernten Stellen im Koérper zu neuen Wucherungen auszuwachsen. Tumoren
aus bosartigen Zellen werden haufig im Verlauf ihrer Entwicklung immer
aggressiver. Sie konnen schliellich zum Tod fuhren, wenn sie lebenswichtige

Gewebe und Organe bis zur Funktionsunfahigkeit schadigen.
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1.2 Allgemeine Therapieprinzipien

1.2.1 Operation

Die alteste und noch immer die haufigste Behandlungsmethode ist die
Operation. Schnell und wirksam ist sie zudem die einzige Therapieform, bei der
sich nachprufen lasst, ob der Tumorherd vollstandig beseitigt wurde: Das
entfernte Gewebe sollte bei der pathologischen Uberprifung einen

geschlossenen Kranz normaler Zellen zeigen.

Leider hat diese Behandlungsform entscheidende Nachteile. Die Ausrdumung
der fur den Chirurgen sichtbaren Tumormassen garantiert nicht, dass er auch

die mikroskopischen Auslaufer mit erfasst hat, die oft fur Krebs typisch sind.

1.2.2 Bestrahlung

In einigen Fallen ist eine Bestrahlung der Operation vorzuziehen. Dabei setzt
man den Bereich der Krebsgeschwulst intensiven Rontgen- oder
Gammastrahlen aus — meist von aufden, manchmal aber auch durch Einbringen
winziger radioaktiver Strahlungsquellen in den Korper. Dadurch werden
entweder den Zellen so schwere genetische Schaden zugeflgt, dass sie
absterben, oder sie werden dazu gebracht, gleichsam Selbstmord zu begehen.
Weil gesundes Gewebe sich leichter von einer Bestrahlung zu erholen vermag
als Krebszellen, kann eine solche Therapie die anatomischen Strukturen rings
um die Geschwulst erhalten und somit den Krebs ohne bleibende

Funktionseinbuf3en heilen.

1.2.3 Chemotherapie

Trotz vieler Vorteile erweist sich die Strahlentherapie manchmal als
unzureichend, weil sie — wie der chirurgische Eingriff — nicht immer alle Zellen
eines Tumors zerstort und bereits abgesiedelte nicht erfasst, die dann im Laufe
der Zeit vielerorts zu Tumoren auswachsen. In solchen Fallen muss man zur

Chemotherapie greifen — der Verabreichung von Medikamenten, die sich Uber
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die Blutbahn im gesamten Korper verteilen. Chemotherapeutika wirken auf
menschliche Zellen meist sehr ahnlich wie einige Antibiotika auf Bakterien —

namlich zytostatisch.

Die Wirkmechanismen von Zytostatika sind sehr unterschiedlich: Mitosegifte
wie Vincristin und Vinblastin unterbrechen unter anderem die Zellteilung,
alkylierende Substanzen (z.B. Cyclophosphamid, Busulfan, Cisplatin)
ubertragen Alkylreste auf DNA-Bestandteile und Folsaure-Antagonisten, wie
z. B. Methotrexat, verhindern RNA- und DNA-Synthese. Purin- (Azathioprin)
und Pyrimidin-Antagonisten (5-Fluoruracil, Cytarabin) greifen ebenfalls in den
Nukleinsaurestoffwechsel ein. Weit verbreitet sind auch zytotoxisch wirkende
Antibiotika wie Daunorubicin, Doxorubicin, Mitomycin C, Bleomycin und

Epirubicin.

Die heute verfugbaren Medikamente versagen haufig, weil sie auch viele
gesunde Zellen toten und dadurch schwere Nebenwirkungen auslosen, welche
wiederum die zulassigen Dosen einschranken. Beispielsweise ruft eine
Schadigung der sich schnell vermehrenden Zellen des blutbildenden
Knochenmarks Anamie hervor, macht den Korper unfahig zur Infektionsabwehr
und fordert die Neigung zur inneren Blutung, weil der Patient nicht genugend
rote und weilde Blutkdrperchen sowie die fur die Blutgerinnung erforderlichen
Blutplattchen zu bilden vermag. Weitere Nebenwirkungen der Behandlung sind
Durchfall, Ubelkeit, Erbrechen und Haarausfall. Manche Zytostatika schadigen

auch das Nervensystem.

1.2.4 Kombinierte Therapien

Man setzt Operation und Bestrahlung in Kombination ein, um Tumoren im
Frihstadium an ihrem Ursprungsort — oder, wenn noétig, in benachbarten

Lymphknoten — zu eliminieren.

Die haufigste Therapiekombination ist eine Operation oder eine
Strahlenbehandlung mit nachfolgender Chemotherapie (z. B. die heutige

Behandlung des Brustkrebs).
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Bei der Induktionschemotherapie, einer neueren Behandlungsform, fuhrt man
zuerst eine Chemotherapie durch und erst danach eine Operation oder
Bestrahlung. Auf diese Weise lassen sich die im Korper verstreuten
Tumorzellen so frih wie moglich behandeln. Auch der Primartumor verringert
seine Masse, so dass in manchen Fallen weniger oder gar Kkeine

organentfernenden Operationen mehr noétig sind.

1.3 Gruppe der Anthrazyklinzytostatika

Das erste zytostatisch wirksame Antibiotikum, Actinomycin A, wurde 1940 von
Waksman und Woodruff aus einer Streptomyzetenkultur isoliert. Viele
verwandte Antibiotika wie Actinomycin D wurden in den Folgejahren isoliert
(Meienhofer et al.,1974). Heute werden zur Gruppe der Fermentationsprodukte
mit antibiotischer Wirksamkeit Mithramycin, Mitomycin C, Actinomycin,
Bleomycin und die Anthrazykline gezahlt. Zur Gruppe der Anthrazykline
gehoren Daunorubicin (Daunoblastin®), Doxorubicin (Adriblastin®), Epirubicin
(Farmorubicin®) und Idarubicin (Zavedos®) (siehe Abbildung 1).

¢} [¢)
O OH I o OH | .
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Doxorubicin ist heute das Zytostatikum mit dem breitesten Wirkungsspektrum
und der weltweit haufigsten Anwendung. Daunorubicin wird in der Therapie von
akuten Leukamien eingesetzt. ldarubicin, 4-Demethoxy-Daunorubicin, hat in
Leukdmiemodellen bei geringerer Dosierung eine Aquieffektivitat mit
Daunorubicin gezeigt (Milroy et al., 1987). Die hohere Lipophilie fuhrt zu einer
erhohten zellularen Aufnahme. Idarubicin wird im Gegensatz zu Adriamycin und
Daunorubicin enteral resorbiert. Klinisch wurde die Wirksamkeit bei der akuten
myeloischen Leukamie und beim Mammakarzinom nachgewiesen (Dahgestani
et al., 1985; Harousseau, 1988; Plezia et al., 1988). Es liegt keine komplette
Kreuzresistenz gegenuber Adriamycin und Daunorubicin vor. Die klinische
Effektivitat von Epirubicin, dem C’4-Epimer von Doxorubicin, ist mit Doxorubicin
vergleichbar, die Toxizitat ist geringer ausgepragt und das Risiko der
Kardiotoxizitat steigt erst bei einer hoheren kumulativen Dosis an (Camaggi et
al.,, 1988; Cersosimo et al.,, 1986; Torti et al., 1986). Zahlreiche weitere

Anthrazyklinderivate befinden sich derzeit in klinischer Prufung.

1.3.1  Wirkungsmechanismus

In in-vitro-Untersuchungen wurden verschiedene Wirkungsmechanismen der
Anthrazykline nachgewiesen. Eine Interkalation in die DNA fuhrt zu einer
Inhibition der DNA-Replikation und Transkription, eine Komplexierung wurde
ebenfalls fur die ribosomale RNA beschrieben (Patel et al., 1978; Philips et al.,
1978; 1986; 1988; Pigram et al., 1972). Intermediar auftretende Anthrazyklin-
Semichinon- und Sauerstoff-Radikale reagieren mit zellularen Makromolekulen
und fuhren zur Schadigung von DNA, Enzymen und Membranen und einer
Komplexierung mit dreiwertigem Eisen (Fe**) (Bachur et al., 1977; Handa et al.,
1975; Myers et al., 1986; Nakazawa et al., 1985; Powis, 1987). Unabhangig von
der Bildung freier Radikale wurden zusatzlich Membraneffekte (Boucek et al.,
1987; Sehested et al., 1976; Tritton et al., 1982), Anderungen der intrazellularen
Calcium-Freisetzung (Keyes et al., 1987) und Reaktionen mit der

Topoisomerase | und Il beobachtet (Wassermann et al., 1990).
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1.3.2 Toxizitat

Neben den ublichen Nebenwirkungen von Zytostatikamedikamenten (Ubelkeit
und Erbrechen, Durchfall, Haarausfall u.a.) fuhren Anthrazykline zu einer
ausgepragten Knochenmarkssuppression. Lang andauernde Anthrazyklin-
verabreichungen konnen zu hamolytischen Anamien fuhren, die auf der Bildung
freier Radikale bei gleichzeitig vermindertem Glutathiongehalt der Erythrozyten
beruhen (Amitai et al, 1996).

Doch insbesondere die Kardiotoxizitat der Anthrazyklin-Therapie ist ein grol3es
klinisches Problem (Unverferth et al., 1982; Rhoden et al.,, 1993). Die
kardiotoxischen Nebenwirkungen der Anthrazykline konnen in einen akuten und
einen chronischen Typ unterteilt werden. Wahrend der Anthrazyklininjektion
treten haufig passagere Rhythmusstérungen auf (Sinustachykardie,
supraventrikulare Tachykardie, Extrasystolie) ohne wesentliche klinische

Relevanz auf.

Aus klinischer Sicht sind die Spateffekte der Anthrazyklintherapie von grofRer
Bedeutung. Das Auftreten einer Kardiomyopathie ist von der verabreichten
Anthrazyklingesamtdosis abhangig. Sie ist die Folge einer medikamentOs-
bedingten Myozytenschadigung. Morphologisch manifestiert sich dies in einem
Verlust der zytoplasmatischen Myofibrillen und einer vakuolaren Degeneration
der Myozyten. Als Risikofaktoren, die das Auftreten einer Kardiomyopathie
begunstigen, werden Alter Uber 70 Jahre und vorbestehende
Herzerkrankungen, wie abgelaufener Myokardinfarkt oder langjahriger
therapierefraktarer Hypertonus, angesehen. Die klinische Symptomatik kann
gelegentlich durch Digitalis und Diuretika gebessert werden. Die Anthrazyklin-
Kardiomyopathie wird in Zusammenhang mit den 13-Hydroxymetaboliten
(Daunorubicinol, Doxorubicinol) der Substanzen gebracht (Olson et al., 1988;
Cusack et al.,, 1993) und der Entstehung von freien Radikalen (Olson et al.,
1981).



Einleitung

1.3.3 Metabolismus von Daunorubicin

Bachur und Gee (1971) zeigten, dass Daunorubicin in unterschiedlichen
Rattengeweben metabolisiert werden kann. Die hdchste Aktivitat befindet sich
in Leber, Niere und Dunndarm, geringere Aktivitaten dagegen in allen anderen
verwendeten Gewebearten. Untersuchungen von Loveless et al. (1978) an
Ratte, Maus, Hund und Kaninchen bestatigten die Untersuchungen des
Daunorubicin-Metabolismus. Die hochste Aktivitat zeigte sich auch hier wieder

in Leber und Niere, geringere Aktivitat in Herz und Skelettmuskulatur.

Der Metabolismus von Daunorubicin beginnt mit der Reduzierung am C13-Atom
zum 13-Hydroxymetaboliten Daunorubicinol. Diese Carbonyl-Reduktion wird
unter NADPH-Verbrauch vermittelt (siehe Abbildung 2).

NADPH* + H+ NADP+

NH2 NH2
H OH
Daunorubicin Daunorubicinol

Abbildung 2: Metabolismus von Daunorubicin. Daunorubicin wird vor allem durch Carbonyl-Reduktion unter

NADPH-Verbrauch am C13-Atom zu Daunorubicinol reduziert.

Untersuchungen in den subzelluldaren Kompartimenten zeigten, dass
Daunorubicinol nur im Zytosol gebildet wird. Verantwortliche, zytosolische
Enzyme sind die Carbonyl Reduktase, die Aldehyd Reduktase, die Dihydrodiol
Dehydrogenase und eventuell die Aldose Reduktase (siehe 1.3.3.1.1 bis
1.3.3.1.4).

Nachfolgende, aber in sehr geringen MalRen vorkommende Metabolite sind die

durch mikrosomale Cytochrom P-450 katalysierten Aglykone von Daunorubicin
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und Daunorubicinol. Noch geringer ist die auch durch Cytochrom P-450
vermittelte Demethylierung am C4-Atom. Diese demethylierte C4-Gruppe wird
anschlieRend im Phase-llI-Metabolismus sulfatiert oder glucuronidiert.
Aulerdem kann eine Konjugation mit Glutathion stattfinden, die durch

Glutathion-S-Transferasen katalysiert wird (Huffmann et al., 1972).

1.3.3.1 Carbonyl-Reduktion

Die Carbonyl-Reduktion ist ein wichtiger Schritt der Phase-I-Biotransformation
einer groflen Anzahl unterschiedlichster xenobiotischer Verbindungen und
pharmakologischer Substanzen, die eine Carbonyl-Gruppe besitzen (Felsted et
al., 1980; lkeda et al., 1981; Higuchi et al., 1993; Imamura et al., 1991; 1993).

Weiterhin ist die Carbonyl-Reduktion an der Inaktivierung verschiedener
Medikamente, wie z.B. Warfarin (Moreland und Hewick, 1975; Hermans und
Thijssen, 1992) und Haloperidol (Imamura et al., 1993; Chang, 1992) beteiligt.
Auf der anderen Seite werden erst wirksame Medikamentenmetabolite durch
Carbonyl-Reduktion gebildet, wie es z.B. bei Naloxon (Roerig et al., 1976),
Pentoxyphyllin (Ward und Clissold, 1987), Metyrapon (Maser und Legrum,
1985), Propanolol (Bodor und Prokai, 1990) und Chloralhydrat (lkeda et al.,
1981) der Fall ist.

Eine weitere wichtige Funktion der Carbonyl-Reduktion ist die Beteiligung an
der Detoxifizierung von Chinonen (Wermuth et al., 1986), Aflatoxin B4 (Hayes et
al., 1993; Judah et al., 1993), Aldophosphamid (Parekh und Sladek, 1993),
tripeptidische Aldehyde (Inoue et al., 1993), Kepon (Binstock et al., 1992) und
Daunorubicin (Soldan et al., 1996).

1.3.3.1.1 Aldehyd Reduktase

Eine dieser Carbonyl Reduktasen ist die Aldehyd Reduktase (EC 1.1.1.2), die
auch als Alkoholoxidoreduktase, ,high K,“ Aldehyd Reduktase, Mevaldat
Reduktase, Daunorubicin-pH 8,5-Reduktase, Hexonat Reduktase, Lactaldehyd

Reduktase, Glucuronat Reduktase und ALR1 bezeichnet wird (Felsted und
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Bachur, 1980; Wermuth, 1985; Flynn, 1982; Flynn und Green, 1993). Dieses
Enzym aus der Aldo-Keto-Reduktase-Superfamilie konnte in bisher allen
untersuchten Spezies nachgewiesen werden. Die Aldehyd Reduktase
katalysiert die Reduktion einer Reihe aliphatischer und aromatischer Aldehyde
endo- wie exogener Herkunft. Der Name Daunorubicin-pH 8.5-Reduktase ergibt
sich aus dem Umstand, dass das Keton Daunorubicin von einer Aldehyd
Reduktase bei einem pH-Optimum von 8.5 umgesetzt wird und somit eine
Ausnahme von der Regel bildet, dass Ketone ausschliellich von Keton-
Reduktasen reduziert werden (Wermuth, 1985).

Weiterhin zeigten einige Studien, dass die Aldehyd Reduktase in verschiedenen
Geweben als eine Hydroxysteroid Dehydrogenase fungieren kann (Pietruszko
und Chen, 1976; Sawada et al., 1979). Diese Ergebnisse legen die Vermutung
nahe, dass die Aldehyd Reduktase im Metabolismus von endogenen Steroiden

beteiligt sein kdnnte.

1.3.3.1.2 Carbonyl Reduktase

Die Carbonyl Reduktase (EC 1.1.1.184), auch bekannt als Prostaglandin 9-
Ketoreduktase, Daunorubicin-pH 6.0-Reduktase und ALR3 (Flynn und Green,
1993), wird entgegen friherer Meinungen nicht mehr der Aldo-Keto-
Reduktasen-Superfamilie ~ zugeordnet, sondern aufgrund  struktureller
Eigenschaften zur Superfamilie der kurzkettigen Dehydrogenasen/Reduktasen

gezahilt.

Daunorubicin und weitere diverse xenobiotische Carbonylsubstrate werden,
ebenso wie physiologische, carbonylgruppen enthaltende Substrate (z. B.
Steroidhormone (lwata et al., 1989;1990) oder Prostaglandine (Schieber et al.,
1992)), von der Carbonyl Reduktase reduziert (Felsted und Bachur, 1980).
Neben diesen Ketonen werden auch Chinone von der Carbonyl Reduktase
umgesetzt. Dieses Enzym bildet im Menschen die Basis flir die Entgiftung
toxischer Chinonmetabolite, da sie etwa 50-70 % der NADPH-abhangigen
Chinon-Reduktaseaktivitat in der menschlichen Leber ausmacht (Wermuth et
al., 1986; Jarabak und Harvey, 1993).
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1.3.3.1.3 Dihydrodiol Dehydrogenase

Ein weiteres Enzym mit der Fahigkeit Daunorubicin zu reduzieren, wurde 1995
aus humanen Leberzytosol isoliert (Ohara et al., 1995). Es handelt sich dabei
um ein Isoenzym der Dihydrodiol Dehydrogenase (EC 1.3.1.20), die
normalerweise als NADP-Oxidoreduktase die Oxidation von frans-Dihydrodiolen
aromatischer Kohlenwasserstoffe zum korrespondierenden Katechol katalysiert
(Glatt et al., 1979; Vogel et al., 1980; Penning, 1993).

Das Enzym aus der Superfamilie der Aldo-Keto-Reduktasen besitzt im
Metabolismus von polyzyklischen aromatischen Kohlenwasserstoffen zwei
entgegengesetzte toxikologische Funktionen. Zum einen unterdrickt es die
Bildung von karzinogenen Dihydrodiol-Epoxiden (Oesch et al., 1984; Smithgall
et al., 1986) aber andererseits ist es an der Entstehung zytotoxischer Chinone
durch Autooxidation der Katecholmetaboliten beteiligt (Penning et al., 1996;
Flowers et al., 1996).

Weiterhin ist die Dihydrodiol Dehydrogenase im Metabolismus von
carbonylgruppen-tragenden Xenobiotika, Steroiden und Prostaglandinen
involviert (Penning et al., 1984; Worner und Oesch, 1984; Penning et al., 1986;
Hara et al., 1986). AulRerdem konnte gezeigt werden, dass die Dihydrodiol
Dehydrogenase der Rattenleber identisch mit dem Gallensaure-bindenden
Protein ist (Stolz et al., 1987).

1.3.3.1.4 Aldose Reduktase

Eine weitere Reduktase aus der Superfamilie der Aldo-Keto-Reduktasen mit der
Fahigkeit, Xenobiotika und endogene Aldehyde und Ketone zu reduzieren, ist
die Aldose Reduktase (EC 1.1.1.21) (Ilwata et al., 1990). Spezielle Beachtung
hat die Aldose Reduktase dadurch erreicht, dass ihr eine mogliche Rolle in der
Reduktion von Glukose wahrend diabetischer Hyperglykamien und damit eine
Beteiligung an der Pathogenese verschiedener diabetischer Komplikationen,
wie z.B. Neuropathie (Greene, 1988), Retinopathie (Stribling et al., 1990) und
Katarakt (Bekhor et al., 1989), zugesagt wird. Wie die Aldose Reduktase diese

Komplikationen hervorruft, ist bisher nicht vollstandig geklart. Der osmotische
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Stress, der durch die intrazellulare Akkumulation des reduktiven Metaboliten
Sorbitol hervorgerufen wird, ist wohl fur die Entstehung der Linsentribung
hauptverantwortlich.

Fur die Aldose Reduktase ist eine Daunorubicin-Reduktase-Aktivitat bisher
noch nicht nachgewiesen worden. Die CHO-Reduktase, ein aus ,chinese
hamster ovary cells® isoliertes und charakterisiertes Enzym, besitzt jedoch eine
hohe Affinitat, Daunorubicin zu reduzieren (Hyndman et al., 1997). Die Aldose
Reduktase besitzt eine Sequenz-ldentitat von 75% zu dieser CHO-Reduktase
(Jez et al.,, 1997), so dass eine Beteiligung der Aldose Reduktase am

Daunorubicin-Metabolismus maoglich ist.

1.4 Zytostatikaresistenz

Die Zytostatikaresistenz maligner Zellen st als Hauptproblem der
zytostatischen Chemotherapie maligner Tumoren anzusehen. Im Gegensatz
zur primaren Zytostatikaresistenz, die bei Malignomen genuin ohne
chemotherapeutische Vorbehandlung vorliegen kann, bezeichnet man die durch
zytostatische Behandlung induzierte Resistenz gegen Chemotherapeutika als

sekundare Zytostatikaresistenz.

Im folgenden sind neben der klassischen ,Multidrug®-Resistenz auch atypische

Formen der Zytostatikaresistenz beschrieben.

1.4.1 ,Multidrug“-Resistenz (MDR=Multidrug resistance)

Als klassische ,Multidrug“-Resistenz wird die Resistenz maligner Zellen gegen
strukturell  unterschiedliche Zytostatika bezeichnet, die auf ihrem
energieabhangigen Export aus den Zellen durch P-Glykoprotein beruht
(Ricordan und Ling, 1979).

P-Glykoprotein ist ein Membranprotein mit einem Molekulargewicht von
170.000. Es besteht aus 1280 Aminosauren und wird durch das MDR;-Gen
(,multidrug-resistance®) kodiert, das auf dem Chromosom 7q21.1 lokalisiert ist
(Fojo et al., 1986). Es formt mit seinen beiden homologen Halften, die jeweils

aus sechs in der Zellmembran gelegenen hydrophoben Domanen und einer am
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hydrophilen Carboxylende intrazellular lokalisierten ATP-Bindungsstelle
bestehen, einen Kanal, durch den Xenobiotika aus der Zelle exportiert werden
kénnen (Yoshimura et al., 1989) (Abbildung 3).

Extrazelluldrraum Extrazelluldrraum
FORM I FORM 11

GO | g W)

Zytoplasma Zytoplasma

Abbildung 3: Strukturmodelle des P-Glykoproteins. Das Modell von Yoshimura et al. (1989) ist links als FORM |
abgebildet, das alternative Modell von Zhang et al. (1991) rechts als FORM Il. Transmembrandse

Domanen sind als solide Rechtecke, ATP-bindende Regionen sind als solide Kreise dargestellt.

Entsprechend der hohen Homologie mit Transportproteinen bei Bakterien ist
der durch P-Glykoprotein vermittelte Detoxifikationsmechanismus
phylogenetisch alt. Dementsprechend ist seine Substratspezifitdt gering, und es
wird in normalen Geweben exprimiert, die entweder einen hohen
Fremdstoffmetabolismus haben oder denen eine besondere Schutzfunktion
zukommt, wie z.B. Nebennierenrinde, proximaler  Nierentubulus,
Gallengangepithel und Darmschleimhaut (Cordon und O'Brien, 1991).
Wahrscheinlich ist es auch ein integraler Bestandteil der Funktion der Blut-Hirn-
Schranke (Cordon et al., 1989).

Die Zytostatika, die Substrate fur P-Glykoprotein sind, gehéren verschiedenen
Klassen an. Dazu gehoren die Anthrazykline, die Vincaalkaloide, die
Epipodophyllotoxine, die Taxane, Mitoxantron und Actinomycin D. Ihr
gemeinsames  Strukturmerkmal besteht in einem aromatischen oder
heteroaromatischen Ringsystem. Auferdem sind die meisten dieser
Substanzen bei physiologischem pH-Wert positiv geladen und haben

hydrophobe Gruppen.
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Seit Anfang der 80er Jahre ist aus in-vitro-Untersuchungen bekannt, dass der
durch  P-Glykoprotein ~ vermittelte  Efflux ~ der  Zytostatika  durch
Kalziumantagonisten vom Verapamiltyp gehemmt werden kann (Tsuro, 1989;
Tsuro et al., 1981). Inzwischen ist eine Reihe von diesen Substanzen z.T. in
ihrer kardiovaskular deutlich nebenwirkungsarmeren Form der entsprechenden
Enantiomeren, wie z.B. Dexverapamil oder Dexniguldipin, entwickelt und
klinisch untersucht worden. Zusatzlich wurden weitere Modulatoren der
verschiedenen Medikamentengruppen entdeckt und in der Klinik erprobt, wie

z.B. Chinidin, Ciclosporin A und Tamoxifen.

Klasse Beispiel

Anthrazyklin-Analoga Cyanmorpholino-doxorubicin, N-acetyldaunorubicin
Antibiotika Cepharanthidin, Cefoperazon, Erythromycin
Antimalaria-Mittel Chloroquin, Chinidin, Chinin
Kalzium-Kanal-Blocker Verapamil, Nicardapin, Diltiazem
Calmodulin-Inhibitoren Chlorpromazin, Trifluoperazin

Kardiovaskulare Medikamente Propanolol, Amiodaron, Dipyrimadol
Immunsuppressoren Cyclosporin A, FK 506, PSC 833

Steroide und Derivate Progesteron, Tamoxifen

yourfactants® Tween 80, Solutol HS-15

Tabelle 1: Stoffe, die den P-Glykoprotein-vermittelten Efflux von Zytostatika hemmen.

1.4.2 Atypische ,,Multidrug“-Resistenz

1.4.2.1 ,Multidrug-resistance-related protein“ (MRP)

Auf der Suche nach weiteren Membranpumpen, ahnlich dem P-Glykoprotein,
konnte das ,multidrug-resistance-related protein® (MRP) als eine weitere
bestatigt werden. Das MRP-Gen, lokalisiert auf dem Chromosom 16p13.1, ist
fern verwandt mit dem MDR+Gen wund wurde erstmals in einer
,multidrug“-resistenten, humanen Lungenkrebs-Zelllinie nachgewiesen (Cole et
al., 1992). Das Produkt des MRP-Gens ist ein 190 kDa membrangebundenes
Glykoprotein (Abbildung 4). In vielen resistenten Tumorzelllinien, in denen keine
Expressionssteigerung des MDR-Gens nachgewiesen werden konnte, zeigten
sich eine Amplifikation und Uberexpression des MRP-Gens (Barrand et al.,

1994; Schneider et al., 1994). Die vermutete physiologische Funktion des MRP
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ist es, Konjugate von lipophilen Substanzen mit Glutathion unter ATP-

Verbrauch aus der Zelle oder in Vesikel zu pumpen.

Extrazellulérraum MRP Abbildung 4: Strukturmodell des MRP.
f7 Transmembrandése Domanen sind als solide
N f ) —

(]l /)

Rechtecke, ATP-bindende Regionen sind als
l solide Kreise dargestellt (nach Almquist et al.

- (1995)).
+
NH; ( ! ; 00
Zytoplasma

1.4.2.2 ,Lung-resistance-related protein“ (LRP)

Dieses 110-kDa schwere Protein wurde erstmals 1993 in einer
Lungenkrebszelllinie gefunden, in der eine nicht P-Glykoprotein-vermittelte
Abnahme der Zytostatika-Akkumulation in der Zelle beobachtet wurde (Scheper
et al, 1993). Weiterhin wurde es in resistenten Brust-, Myeloma- und
Fibrosarkomzellen beschrieben. Bestimmung von LRP bei akuter myeloischer
Leukamie und fortgeschrittenem Ovarialkarzinom zeigte eine starke Korrelation
zwischen LRP-Expression und Versagen der Chemotherapie (List, 1993;
Izquierdo, 1994). Obwohl zum jetzigen Zeitpunkt sowohl die physiologische
Rolle als auch die Resistenzvermittlung unklar sind, ist ein kausaler

Zusammenhang des LRP mit Zytostatikaresistenz in Tumorzellen bewiesen.

1.4.2.3 Weitere Resistenzmechanismen

Neben den in 1.4.1 bis 1.4.2.2 genannten Phanomenen gibt es noch eine grofe
Anzahl weiterer Resistenzmechanismen. So konnte in resistenten Zellen ein
vermehrter Membran-Turnover im Sinne einer gesteigerten Exozytoseaktivitat
beschrieben werden (Sehested et al., 1987). AulRerdem wurden beim Vergleich
von sensitiven mit resistenten Tumorzellen Unterschiede in den
Membranzusammensetzungen und —fluiditat festgestellt (Siegfried et al., 1983),
so dass z.B. das Ausmal der Diffusion von lipophilen Anthrazyklinen in die

Zelle vermindert werden kann (Leibovici et al., 1996).
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Ein weiteres wichtiges Resistenzprotein ist die DNA-Topoisomerase Il. Die
zellularen Funktionen der Topoisomerase Il sind DNA-Replikation (Snapka,
1986), Schwester Chromatid Segregation wahrend der Mitose (Holm et al.,
1985), Transkription (Brill und Sternglanz, 1988), DNA-Replikation (Bae et al.,
1988) und ribosomale DNA-Rekombination (Christman et al., 1988).
Zytostatika, die sich in der aktiven Phase an dieses Protein binden, verhindern
die Wiederverknupfung des DNA-Doppelstranges und flhren dadurch zum
Zelltod. Das erklart auch, warum eine vermehrte Expression des Enzyms die
Empfindlichkeit des Tumors gegenuber Zytostatika erhoht, wahrend eine
niedrige Aktivitat der Topoisomerase Il zur Resistenz fuhrt (Takeno et al.,
1991).

Weiterhin konnen sich Tumorzellen eine verstarkte Umwandlung von

Zytostatika zu untoxischen Metaboliten zu nutze machen.

In  resistenten  Tumorzellen  konnte ein  erhdhter Gehalt an
Glutathion-S-Transferasen nachgewiesen werden (Lau et al., 1991) - ein
Enzym, dass bei der Entgiftung zytotoxischer Substanzen eine groRe Tragweite
besitzt. Substanzen wie Melphelan, Cyclophosphamid oder Doxorubicin sind

davon betroffen.

In einer Kolonkarzinom-Zelllinie zeigte sich eine erhdhte Expression einer
detoxifizierenden Klasse-3-Aldehyd-Dehydrogenase, die verantwortlich flr eine
erworbene Resistenz gegen die zytostatisch wirksamen Oxazaphorine
Mafosfamid und Cyclophosphamid war (Rekha et al., 1994). Inoue et al.
konnten 1993 zeigen, dass CHO-Zellen durch Uberexpression einer Aldo-Keto-
Reduktase gegen ein synthetisches Tripeptid mit einer Aldehydgruppe am C-

Terminus resistent wurden.

Die Reduktion des Anthrazyklins Daunorubicin zu dem weit weniger toxischen
13-Hydroxy-Alkohol Daunorubicinol mittels Carbonyl Reduktion stellt ebenfalls
einen wichtigen Detoxifikationsvorgang fir Tumorzellen dar (Schott und Robert,
1989). Durch Transfektion der Carbonyl Reduktase in Leukamiezellen wurde

eine vermehrte Bildung von Daunorubicinol erreicht, so dass die Toxizitat der
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Ursprungssubstanz Daunorubicin um den Faktor 2-3 gemindert wurde
(Gonzales et al., 1995). Durch Inkubation von Pankreastumorzellen mit
Daunorubicin  konnte  eine  konzentrationsabhangige Induktion  von
Carbonylgruppen-reduzierenden Enzymen gezeigt werden (Soldan et al.,
1996). Bei Kultivierung einer Magenkarzinom-Zelllinie unter subletalen
Daunorubicin-Konzentrationen und gleichzeitiger Blockade des Glykoproteins
P-170 konnte eine 8fache Steigerung der Aktivitat der Daunorubicin-
Reduktasen beobachtet werden (Ax et al., 2000).

Zusammenfassend kann man sagen, dass gesteigerte Aktivitat bzw. Expression
von metabolisierenden Enzymen ein weiterer wichtiger Mechanismus zur
Resistenzentstehung in  Tumorzellen ist. Spezielle pharmakologische
Interventionen — namlich Hemmung dieser Enzyme — kénnten neue Chancen

der Tumortherapie bieten.

1.5 Mammakarzinom

1.5.1 Epidemiologie

Das Mammakarzinom ist die haufigste bdsartige Erkrankung der Frau: Die
Inzidenz betragt 100/100000 pro Jahr und st in allen westlichen
Industrielandern sowie in Japan steigend. Die jahrlichen Zuwachsraten liegen
bei etwa 3 % (Miller, 1991). Der Altersgipfel liegt in der 7. Lebensdekade. Mehr
als jede 10. Frau erkrankt wahrend ihres Lebens an Brustkrebs, und Uber 3 %

aller Frauen sterben an dieser Erkrankung.

1.5.2 Atiologie und Pathogenese

Die Ursache des Mammakarzinoms ist unbekannt. Epidemiologische
Beobachtungen sprechen daflr, dass genetische, endokrine und
Umweltfaktoren eine Rolle in der Pathogenese des Tumors spielen. Als
Risikofaktor gilt eine familiare Belastung. Frauen mit einer fruihen Menarche

haben ein hodheres Risiko, Brustkrebs zu entwickeln. Eine fibrozystische
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Mastopathie stellt nur dann einen Risikofaktor dar, wenn atypische

Hyperplasien oder eine Familienanamnese fur Brustkrebs vorliegen.

1.5.3 Therapie

Bei lokalem Tumor kann die Mastektomie (Amputation der gesamten Brust)
notwendig sein; manchmal ist eine brusterhaltende Operation (Entfernung des
Tumors und des umgebenden Gewebes) mit anschlieRender Bestrahlung
vorzuziehen. Die jeweilige Operation kann durch eine Chemotherapie oder eine
Hormonblockade erganzt werden. Eine groRe Anzahl von Ostrogen- und
Progesteron-Rezeptoren auf den Tumorzellen ist gunstig, weil eine Anti-
Hormon-Therapie das Wachstum dieser Zellen dann unter Umstanden

besonders wirksam blockiert.

Die zytostatische Therapie wird beim Mammakarzinom heute als adjuvante
Therapie (Therapie vermuteter, aber nicht nachweisbarer Mikrometastasen)
insbesondere bei hormonrezeptor-negativen Tumoren angewandt. Bei
nachgewiesener Metastasierung wird eine palliative Therapie durchgefuhrt. Die
Therapie wird in der Regel in Form einer Polychemotherapie z.B. CMF-Schema
(Cyclophosphamid, Methotrexat, 5-Fluoruracil), CAF-Schema
(Cyclophosphamid, Doxorubicin, 5-Fluoruracil), FAC-Schema (5-Fluoruracil,

Adriamycin, Cyclophosphamid) durchgeflnhrt.

1.6 Ovarialkarzinom

1.6.1 Epidemiologie

In 4 % aller weiblichen Neoplasien handelt es sich um ein Ovarialkarzinom. Es
zahlt zu der sechsthaufigsten Krebserkrankung der Frau. Die Inzidenz, an
einem malignen Tumor der Ovarien zu erkranken, liegt in Deutschland bei
13/100000 pro Jahr. Dies bedeutet, dass ca. 1-2 % aller Frauen im Laufe ihres
Lebens erkranken. Ovarialkarzinome treten auch in der Kindheit und wahrend
der Adoleszenz auf (Keimzelltumoren), ab 40 Jahren steigt die Inzidenz auf
15/100000 und erreicht zwischen 65-85 Jahren 54/10000. Das
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Durchschnittsalter beim Ovarialkarzinom betragt 55 Jahre (Parazzine et al.,
1991).

1.6.2 Atiologie und Pathogenese

Die Ursachen des Ovarialkarzinoms sind unbekannt. Als Risikofaktoren gelten
familiare Belastung, Umweltfaktoren und Erndhrung. Die Unterdrickung der
Ovulation durch Schwangerschaften, Stillen und orale Kontrazeptiva hat einen
protektiven Effekt gegenuber der Entstehung maligner Tumoren des Ovars. So
haben Frauen, die Uber mehrere Jahre erfolglos eine Schwangerschaft
anstreben (keine hormonale Kontrazeption, multiple Ovulation bzw. Stimulation
der Ovulation), ein 8fach erhodhtes Risiko zu erkranken (Whittemore et al.,
1989). Nulliparae haben im Vergleich zu einer Frau, die schon zwei Kinder
geboren hat, ein um 40 % erhohtes Erkrankungsrisiko. Nonnen haben eine
zweifach hohere Inzidenz. Der protektive Effekt von oralen Kontrazeptiva ist

proportional zur Dauer der Pilleneinnahme (Hankinson et al., 1992).

1.6.3 Therapie

Nur bei rein zystischen, bis 5 cm grof3en, sonographisch homogenen Tumoren
bei Frauen wahrend der Geschlechtsreife ist ein abwartendes Verhalten
angebracht. In allen anderen Fallen muss eine operative Abklarung erfolgen.
Anzustreben ist immer die moglichst radikale Operation. Die chirurgische
Entfernung eines oder beider Eierstdcke, der Eileiter und der Gebarmutter ist

das Standardverfahren.

AnschlieRend an die Operation wird eine Bestrahlung, z.B. durch Einbringen
radioaktiver FlUssigkeit in die Bauchhohle und/oder eine Polychemotherapie
durchgefihrt.

Ist eine Kurabilitat durch eine Operation nicht erreichbar, ist die Chemotherapie
von eminenter Bedeutung. Ende der 70er Jahre wurde die Effektivitat von

Cisplatin beim Ovarialkarzinom erstmals nachgewiesen und seit dieser Zeit
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stellen platinhaltige Kombinationschemotherapien die Behandlung der Wahl

dar.

Prospektive-randomisierte  Studien zeigten, dass die Kombinationstherapie
Cyclophosphamid/Adriamycin/Cisplatin (CAP-Schema) der Therapie ohne
Cisplatin signifikant tberlegen ist (Omura et al., 1986).

1.7 Malignes Melanom

1.7.1 Epidemiologie

Die Haufigkeit des malignen Melanoms liegt bei ca. 1,5-2 % aller malignen
Tumoren in Deutschland, in sonnenreichen Regionen mit weilRer Bevolkerung
bis zu 6-10 % (Australien, Sudstaaten der USA). In Deutschland muss heute
von einer Melanomhaufigkeit von ca. 10-15/100000 Einwohner pro Jahr
ausgegangen werden (Garbe et al., 1991). In Australien und den Sidstaaten
der USA Dbetragt die Inzidenz 30-50/100000 Einwohner pro Jahr.
Epidemiologische Studien, welche die Verbindung von Sonnenexposition und
Melanom untersuchen, lassen erkennen, dass sonnenempfindliche Personen
(Hauttypen | und Il), Kinder und Personen mit intermittierenden starken
Sonnenbranden, besonders in der Jugend, ein deutlich erhdhtes Melanomrisiko
aufweisen (Garbe et al., 1992).

1.7.2 Atiologie und Pathogenese

Aus epidemiologischen Untersuchungen ist bekannt, dass neben der genetisch
festgelegten Disposition eines Menschen die UV-Belastung wesentlich zur
Melanomentstehung beitragt. Allerdings bleiben die molekularen Mechanismen
der Melanomenstehung im Gegensatz zu anderen Tumoren, wie zum Beispiel
dem Kolonkarzinom, noch verborgen. Jedoch ist auch beim Melanom

anzunehmen, dass eine einzige genetische Veranderung nicht ausreicht.
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1.7.3 Therapie

Die Therapie des primaren malignen Melanoms besteht in der operativen
Exzision. Der Wert der elektiven Lymphknoten-Dissektion — die prophylaktische
radikale Exzision der regionaren Lymphknoten - wird unterschiedlich beurteilt.
Retrospektive Studien lassen fur bestimmte Patientengruppen einen

prognostischen Vorteil erwarten (Drepper et al., 1993).

Ein Einsatz der Strahlentherapie ist aus palliativer oder auch kurativer Sicht nur
dann gerechtfertigt, wenn operative Mal3nahmen nicht zur Anwendung kommen
konnen. Dies ist Ublicherweise bei schlecht zuganglicher Lokalisation oder bei

fehlender Radikalitat des operativen Eingriffs der Fall.

Die Chemotherapie des malignen Melanoms kommt nur bei regionaren
Lymphknotenmetastasen und im Stadium der Fernmetastasierung zum Einsatz.
Allgemein etablierte systemische Behandlungen gibt es zur Zeit beim
metastasierten Melanom nicht. Die wichtigsten Substanzgruppen sind
Nitrosoharnstoffe, Fotemustin, Vinca-Alkaloide, Dacarbazin, Hydroxyurea,
Cisplatin, Taxoide und Tamoxifen. Die Ansprechraten von
Monochemotherapeutika liegen bei 20 bis 25 Prozent. Mit der
Polychemotherapie werden hohere Ansprechraten bis zu 50 Prozent erzielt,
ohne Verlangerung der Uberlebenszeit (Garbe, 1993). Insgesamt ist die
alleinige Chemotherapie beim malignen Melanom unbefriedigend. Die
Kombination von Chemotherapeutika mit immunmodulierenden Substanzen

(Zytokine) scheint vielversprechend (Bajetta et al., 1994).

1.8 Pankreaskarzinom

1.8.1 Epidemiologie

Der Anteil des Pankreaskarzinoms an allen Malignomen liegt bei 2-3 %. Es ist
das sechsthaufigste Karzinom und die funfthaufigste tumorbedingte
Todesursache. Die Inzidenz betragt ca. 9/100000 pro Jahr (Boring et al., 1992).
Der Altersgipfel liegt zwischen 56 und 79 Jahren. In den USA wird ein
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haufigeres Auftreten bei der schwarzen als bei der weillen Bevolkerung
beobachtet.

1.8.2 Atiologie und Pathogenese

Die Atiologie des Pankreaskarzinoms ist unbekannt. Neben dem Tabakabusus
als einen bekannten Risikofaktor besteht ein statistisch signifikanter
Zusammenhang zwischen Protein- und Fettkonsum und der Entstehung eines

Pankreaskarzinoms (Lin und Kessler, 1981).

1.8.3 Therapie

Tumoren ohne Lymphknoten- oder Fernmetastasen sind potentiell resektabel.
Therapie der Wahl ist die Pankreatoduodenektomie. Die hiermit erreichbaren 5-
Jahres-Uberlebensraten betragen meist 5-20 % (Trede et al., 1990). Bei
Patienten mit nicht resezierbarer Erkrankung und gastroduodenaler Obstruktion

ist eine palliative Gastroenterostomie indiziert.

Eine konventionelle, externe Bestrahlung kann bei Patienten mit lokalisiertem,
nicht resezierbarem Tumor zu einer Symptomkontrolle fihren, hat jedoch
keinen oder nur geringen Effekt auf die Uberlebenszeit (Whittington et al.,
1981).

Bei der Chemotherapie mit 5-Fluoruracil, Mitomycin, Streptozotocin, Ifosfamid
und Cisplatin wurden Ansprechraten von 10-30 % beschrieben. Bei der
Kombinationstherapie mit Anthrazyklin, 5-Floururacil und Mitomycin zeigt sich
eine Ansprechrate von 38,1 % (Green et al.,, 1986). In randomisierten
Untersuchungen hat sich eine Kombinationschemotherapie gegenuber einer

zytostatischen Monotherapie bisher nicht als eindeutig Uberlegen gezeigt.
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1.9 Magenkarzinom

1.9.1 Epidemiologie

Fir das Vorkommen des Magenkarzinoms bestehen groRe globale und
regionale Unterschiede. Besonders haufiges Auftreten registriert man in China
und in Japan. Die Mortalitat betragt in Japan 46,7 Todesfalle pro 100000
Einwohner pro Jahr, in der Bundesrepublik 20,8. In den westlichen Landern
nimmt der Magenkrebs kontinuierlich ab, so dass 1975 das Kolonkarzinom den
Magenkrebs als haufigsten malignen Tumor des Verdauungstrakts abgelost
hat.

1.9.2 Atiologie und Pathogenese

Sowohl ethnische Unterschiede spielen eine Rolle als auch ERgewohnheiten,
Trinkwasserqualitat, Rauchen und Alkoholkonsum. Bei japanischen Emigranten
in den USA sinkt die Inzidenz des Magenkarzinoms, bei Kindern unterscheidet
sie sich nicht mehr von der Gesamtbevdlkerung. Der Nitrosamingehalt der
Nahrung und die Produktion von Nitrosaminen durch Bakterien im Magen,
insbesondere durch Helicobacter pylori, werden als Ursache oder Kofaktor
diskutiert. Als Prakanzerose gilt das Adenom, insbesondere das flache Adenom
mit schwerer Dysplasie. Als Risikokonditionen sind im Gesprach: die chronisch-
atrophische Gastritis Typ A, der Morbus Ménétrier, der hyperplasiogene Polyp
und der resezierte Magen (Z.n. Billroth-1I-Operation). Das benigne Magenulkus

gilt nicht als Risikofaktor.

1.9.3 Therapie

Die Chirurgie ist die Wahl bei lokoregionar begrenzten Tumoren. Bei lokal nicht
kurativ resezierbaren Tumoren kann im Einzelfall die primare Operation bei
Vorliegen von Tumorsymptomen (Stenosen, Schmerzen, Blutungen) erwogen
werden. Bei Vorliegen von Fernmetastasen ist eine palliative Tumorresektion
nur sinnvoll, wenn eine Chemotherapie nicht durchgeflihrt werden kann, die

Chemotherapie unwirksam ist oder bei notfallmaRigen Indikationen.
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Kurative  Behandlungsmoglichkeiten  bestehen  mit  der  alleinigen
Strahlentherapie nicht. Mit einer postoperativen simultanen Strahlen-
/Chemotherapie wurde vorwiegend in Phase-lI-Studien eine verbesserte lokale
Tumorkontrolle beobachtet. Die Uberlebenszeit wurde dadurch nicht
beeinflusst. Eine postoperative Strahlenchemotherapie ist auferhalb von

Studien nicht indiziert.

Das Magenkarzinom wird mittlerweile als chemotherapiesensibler Tumor
angesehen. Die wirksamsten Substanzen sind Doxorubicin, 4-Epidoxorubicin,
Cisplatin, 5-Fluoruracil, Etoposid, Mitomycin, Taxtor und Irinotecan (CPT-11)
mit Remissionsraten von ca. 15-30 % (Preusser et al., 1988). Mit den neueren
wirksamen Kombinationen (FAMTX: 5-Fluoruracil, Methotrexat, Doxorubicin;
ELF: Etoposid, Folinsaure, 5-Fluoruracil; Cisplatin/5-Fluoruracil; EAP: Etoposid,
Doxorubicin, Cisplatin; ECF: 4-Epidoxorubcin, Cisplatin, 5-Fluoruracil als
kontinuierliche Infusion uUber 21 Wochen) wurden vorwiegend in Phase-lI-
Studien ca. 40-50 % objektive Remissionen einschliellich 5-10 % klinisch
kompletter Remissionen, mediane Remissionsdauern von 6-9 Monaten und
mediane Uberlebenszeiten von 6-11 Monaten erreicht (Wilke et al., 1991).
Aufgrund dieser Ergebnisse und einer randomisierten EORTC-Studie, in der
FAMTX gegenuber FAM (5-Fluoruracil, Adriamycin, Mitomycin) zu signifikant
héheren Remissionsraten und signifikant langeren Uberlebenszeiten flhrte,
sind FAM oder FAM-Modifikationen nicht mehr ,Standardchemotherapie® des
Magenkarzinoms (Wils et al., 1991).
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2 AUFGABENSTELLUNG

Ausgangssituation dieser Arbeit waren die Untersuchungen von Soldan et al.
(1996), der erstmals in Pankreaskarzinom-Zelllinien einen forcierten
Metabolismus von Daunorubicin zu dem weniger toxischen Daunorubicinol nach

vorherigem Kontakt der Zellen mit diesem Zytostatikum beschrieben hatte.

Das Ziel dieser Arbeit war es nun, diese Induktion der Biotransformation auf

Ebene der bekannten Daunorubicin-Reduktasen weiter zu untersuchen.

Um zu Uberprifen, ob es sich um ein verbreitetes Phanomen in malignen
Karzinomen handelt und nicht nur auf die untersuchten Pankreaskarzinom-
Zelllinien beschrankt ist, wurde in drei weiteren Tumor-Zelllinien der
zytosolische Daunorubicin-Metabolismus untersucht. Hierzu wurde mittels
Enzymassay der Metabolismus zum Hauptmetaboliten Daunorubicinol ohne
vorherige Daunorubicin-Inkubation als auch nach simulierter Chemotherapie mit
steigenden  aber  subletalen  Daunorubicin-Konzentrationen in  den

verschiedenen Tumorzellen gemessen.

Da zu diesem Zeitpunkt keine Informationen dariber vorlagen, welche
Daunorubicin-Reduktasen tatsachlich an der Reduktion des Zytostatikums in
den hier untersuchten Tumorzellen beteiligt sind, war dies ein weiterer
Untersuchungsschwerpunkt. Die Untersuchungen wurden auf RNA-Ebene
durchgefuhrt, da Inhibitorstudien und —kinetiken bereits bekannt waren und vor
allem eine Anderung der mRNA-Expression interessant erschien. Hierzu wurde
die mRNA-Expression von drei bekannten Daunorubicin-Reduktasen und von
einer weiteren, moglichen Reduktase mittels RT-PCR bestimmt. Danach wurde
zusatzlich, wie bei den o.g. Untersuchungen, auch hier zuerst die Expression
ohne Daunorubicin-Zusatz zum Kulturmedium bestimmt, spater auch nach
simulierter Chemotherapie mit ansteigenden, subletalen Daunorubicin-

Konzentrationen.

Um den forcierten Daunorubicin-Metabolismus als einen weiteren, mdglichen

Resistenzmechanismus in seiner Wichtigkeit einzuordnen, wurden in den
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Tumorzellen parallel die mRNA-Expression der drei ,klassischen®
Resistenzmechanismen MDR;, MRP und LRP mittels RT-PCR unter
identischen Versuchsbedingungen bestimmt. Madogliche Zusammenhange
zwischen der Expression der klassischen Resistenzmechanismen und der
Expression spezifischer Daunorubicin-Reduktasen sollten dadurch erkannt

werden.
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 Zellkultur
3.1.1 Zelllinien
Zelllinie Kurzbezeichnung Beschreibung freundlicher Weise

Uberlassen von

Ovarialkarzinom
Mammakarzinom
Pankreaskarzinom

sensitiv

Pankreaskarzinom
resistent

Magenkarzinom
sensitiv

Magenkarzinom
resistent

Malignes Melanom

EFO-21

MCF-7

EPP85-181

EPP85-181RDB

EPG85-257

EPG85-257TRES

MeWo

unbehandelter Tumor

unbehandelter Tumor

sensitiver, unbehandel-
ter Tumor

Uber langere Zeit mit
Daunorubicin  behand-
elt, resistent gegenlber
diesem Zytostatikum

sensitiver, unbehandel-
ter Tumor

Uber Monate mit
Daunorubicin behand-
elt, resistent gegenlber
diesem Zytostatikum

unbehandelter Tumor

Universitats-Frauenklinik
Marburg (Prof. K.D. Schulz)

Universitats-Frauenklinik
Marburg (Prof. K.D. Schulz)

Institut fir Pathologie, Uni-
versitat Kiel (Prof. M. Dietel)

Institut fir Pathologie, Uni-
versitat Kiel (Prof. M. Dietel)

Institut fir Pathologie, Uni-
versitat Kiel (Prof. M. Dietel)

Institut fir Pharmakologie
und Toxikologie, Universitat
Marburg (Dr. M. Soldan)

Deutsches Krebsforschungs-
zentrum, Heidelberg

Tabelle 2: Verwendete Zelllinien
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3.1.2 Kulturmedien

3.1.2.1 Ovarialkarzinom-Zelllinie (EFO-21) und Mamma-
karzinom-Zelllinie (MCF-7)

e Dulbecco’s DMEM (Eurobio, Raunheim) supplementiert pro 500 ml mit:

50 ml fetalem Kalberserum Eurobio (Raunheim)

5 ml L-Glutamin (200mM) Gibco BRL (Eggenstein)
1,25 ml D-Glucose (40 %ig in H,O) Merck (Darmstadt)

6,25 ml hum.Transferrin (0,2 mg/ml) Boehringer (Mannheim)
40 I.E. H-Insulin Hoechst (Frankfurt)

2 ml Pipril (2 mg/ml) Lederle (MUnster)

0,5 ml Gentamycin (10 mg/ml) Gibco BRL (Eggenstein)

3.1.2.2 Sensitive und resistente Pankreaskarzinom-Zelllinie
(EPP85-181 und EPP85-181RDB), sensitive und
resistente Magenkarzinom-Zelllinie (EPG85-257 und
EPG85-257-RES)

e Leibovits L-15 Medium (Eurobio, Raunheim) supplementiert pro 500 ml mit:

50 ml fetalem Kalberserum Eurobio (Raunheim)
1,25 ml D-Glucose (40 %ig in H,O) Merck (Darmstadt)

2,5 ml L-Glutamin (200 mM) Gibco BRL (Eggenstein)
40 I.E. H-Insulin Hoechst (Frankfurt)
10000 K.I.E. Trasylol R Bayer (Leverkusen)
6,25 ml Fetuin (0,5 mg/ml) Sigma (Deisenhof)

6,25 ml hum.Transferrin (0,2 mg/ml) Boehringer (Mannheim)
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5 ml MEM-Vitamine (100x) Gibco BRL (Eggenstein)
7,5 ml NaHCOs3 (7,5 %ig in H20) Merck (Darmstadt)
2 ml Pipril (2 mg/ml) Lederle (MUnster)
0,5 ml Gentamycin (10 mg/ml) Gibco BRL (Eggenstein)

3.1.2.3 Melanom-Zelllinie (MeWo)

e RPMI 1640 (Eurobio, Raunheim) supplementiert pro 500 ml mit:

50 ml fetalem Kalberserum Eurobio (Raunheim)
2 ml Pipril (2 mg/ml) Lederle (MUnster)
0,5 ml Gentamycin (10 mg/ml) Gibco BRL (Eggenstein)

3.1.2.4 Einfriermedien
e normale Kulturmedien (s.0.) supplementiert mit:
10% Dimethylsulfoxid (DMSO)

0,5% Glucoselésung (20%ig in aqua bidest.)

3.1.3 Puffer und Léosungen

e Phosphat-gepufferte Salzlésung (PBS) ohne Ca- und Mg-lonen, Eurobio
(Raunheim)
Zusammensetzung [mg/ml]:
NaCl 8000
KCI 200
NazHPO,4 1150
KH2PO4 200
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e Trypsin EDTA [Ethlyendiamintetraessigsaure] (Versen) 1x, Eurobio

(Raunheim)

e Dimethylsulfoxid (DMSO), Serva (Heidelberg)

3.1.4 Zellkulturartikel

e Gewebekulturflaschen 25 und 75 cm?, Sarstedt (Nimbrecht)

e Gewebekulturschalen 10 cm &, Sarstedt (Nimbrecht)

e Sterilfilter 0,2 um, Sarstedt (NUmbrecht)

e sterile 15 und 50 ml Zentrifugenréhrchen, Sarstedt (NUmbrecht)
e Zellschaber, Sarstedt (NUmbrecht)

e Kryoréhrchen 1,25 ml, Sarstedt (NUmbrecht)

e sterile 5 und 10 ml Einmalpipetten, Sarstedt (NUmbrecht)

e sterile Pipettenspitzen, Sarstedt (NUimbrecht)

3.1.5 Gerate

e Minifuge GL, Heraeus (Hanau)

e Hamocytometer (Thoma-Zahlkammer)

e Lichtmikroskop, Will (Wetzlar)

e Aufbewahrungsbehalter GT50, L Air LIQUIDE (Frankreich)

e Umkehrphasenmikroskop Wilovert, Will (Wetzlar)

3.1.6 Kulturhaltung

Bei der Zichtung von Zellen kommt es vor allem auf die
Umgebungsbedingungen an, die denen in vivo mdglichst nahe kommen sollen.

Diese Bedingungen werden einerseits durch das die Zellen umgebende
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Medium simuliert, andererseits durch die Umgebungsbedingungen im

Brutschrank.

Da bestimmte Bestandteile des Mediums einschliel3lich aller Zusatze entweder
von den Zellen metabolisiert werden oder bei 37°C im Laufe der Zeit zerfallen,
bendtigen die Zellen zu ihrem Wachstum und zur Vitalitatserhaltung
regelmaldigen Wechsel des Mediums. Aus diesem Grund sollte das
Kulturmedium in der Regel in einem wochentlichen Rhythmus von Montag —

Donnerstag — Montag gewechselt werden.

Der fur die Kulturhaltung verwendete Brutschrank gewahrleistete eine gute
Temperaturkonstanz von 37°C, eine nahezu 100%ige relative Luftfeuchtigkeit

sowie eine konstante CO»-Zufuhr von 5 Vol.%.

An mehreren Tagen der Woche wurden die Zellen unter einem
Umkehrphasenmikroskop auf Zelldichte und Kontaminationen durch Bakterien

kontrolliert.

3.1.7 Subkultivierung

Wenn in vitro die Kulturschale als Substrat von den Zellen vollstandig
eingenommen worden ist, wachsen in der Regel strikt adharente Zelllinien nicht
mehr weiter. Tumorzellen kdnnen zwar noch weiter wachsen, allerdings
Ubersteigt die Zellzahl dann meist eine Grenze, bei der das Medium zu oft
gewechselt werden musste. Ferner sinkt bei zu hoher Zelldichte die
Proliferationsrate stark ab. Dies kann zum Absterben der Kultur fuhren. Deshalb
ist es notwenig, die Zellen nach erreichter Maximaldichte zu verdunnen. Dies
geschieht durch das ,Passagieren® der Zellen, d. h. die Zellen werden unter

Verdinnung vom alten Kulturgefal3 in ein neues uberfluhrt.

Eine weit verbreitete Methode, adharente Zelllinien zu subkultivieren, ist der
Gebrauch von Trypsin-EDTA. Trypsin ist ein proteolytisches Enzym, das die

Proteinbricken zwischen Zelle und KulturgefalBboden spaltet und so eine
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Ablosung der Zelle vom Boden bewirkt. Zusatzlich bindet EDTA Calcium-lonen,

die ebenfalls fur eine Verankerung der Zelle mit GefalRboden sorgen.

Bevor man die Trypsinldsung (2-5 ml, je nach Zelllinie) einwirken liel3, wurden
die Zellen zweimal mit phosphatgepufferter Salzlésung (PBS), ohne Calcium
und Magnesium gewaschen. Geringe Spuren von Medium kdnnen die Wirkung
des Trypsins beeintrachtigen und die Zeit der Einwirkung auf die Zellen
verlangern, was wiederum die Lebensfahigkeit der Zellen irreversibel schadigen
kann. Der Trypsinierungprozel3 dauerte etwa 3-10 Minuten und wurde unter
dem Phasenkontrastmikroskop beobachtet, um die optimale Einwirkzeit
feststellen zu konnen. Dies ist gegeben, wenn die Mehrzahl der Zellen sich von
der Unterlage abgel6st hat und abgerundet in der Trypsinierungslosung
schwimmt. Medium mit Serumzusatz (FKS) stoppt den Trypsinierungsprozel},
da FKS eine sofortige Inaktivierung des Trypsins bewirkt und auch teilweise das
cytotoxische EDTA zu binden vermag. Um die Reste von Trypsin und EDTA zu
entfernen, wurden die Zellen bei 200 x g abzentrifugiert und in frischem
Kulturmedium aufgenommen. Das Aussaen der Zellen in neue Kulturgefale

erfolgte nun nach einer Verdinnung von 1:3 bis 1:5, je nach Zelllinie.

3.1.8 Zellzahlbestimmung mittels Himocytometer

Nachdem die Oberflache der Thoma-Zahlkammer mit 70%igen Ethanol gut
gereinigt war, wurde ein sauberes Deckglas leicht angefeuchtet und auf die
Zahlkammer gepresst. Das Erscheinen von sogenannten ,Newtonringen® zeigt
an, dass das Deckglas richtig angebracht und die Tiefe der Zahlkammer richtig
eingestellt ist (0,1 mm). Nun wurde die Kammer mit abtrypsinierten Zellen
geflllt. Dies geschah durch Ansetzen der Pipette an die Kante der Zahlkammer,
wobei die Kapillarkrafte die Suspension selbst in den Zwischenraum zwischen
Deckglas und Kammer saugten. Unter dem Lichtmikroskop wurden die Zellen in
einem Quadrat mit einer Kantenlange von einem Millimeter bei einer 100-
fachen VergrélRerung ausgezahlt. Bei einer Tiefe von 0,1 mm ergibt sich ein
Volumen von 0,1 pl. Multipliziert man die ausgezahlten Zellen mit 10* erhalt

man die Zellkonzentration pro Milliliter.
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3.1.9 Kryokonservierung

Wenn man eine Zelllinie im Labor nicht permanent benutzt, sie vor
Kontaminationen, Variabilitat durch Subkultivierung und anderem bewahren will,
muss eine Kryokonservierung durchgefuhrt werden. Hierzu ist die Mdglichkeit
gegeben, die Zellen uber langere Zeit in flussigem Stickstoff bei -196°C zu
halten. Diese Lagerung kann Uber Jahre ohne Verlust der Lebensfahigkeit
durchgefuhrt werden. Lagerung von Zellen bei —80°C kann fir kurze Zeit
ebenfalls durchgeflhrt werden, allerdings ist die Zeit hier auf hdchstens einige
Monate begrenzt. Deshalb sollte eine Lagerung im flussigen Stickstoff stets
vorgezogen werden. Als Schutzsubstanz wird den Zellen Dimethylsulfoxid
(DMSO) zugegeben.

Um Zellen einzufrieren, wurden abtrypsinierte Zellen nach Zentrifugation im
Normalmedium (500 x g fur 5 min) mit dem Einfriermedium im Verhaltnis 10:1
aufgenommen. AnschlieBend wurden die Zellen in die Tiefgefrierrohrchen
(jeweils 1,8 ml) pippetiert und kurz bei 500 x g fir 2 min abzentrifugiert. Das
Medium wurde nun bis auf ca. 1 ml abgesaugt und die Réhrchen in einem
Styroporbehalter mit der Wandstarke 2 bis 3 cm in einen Tiefgefrierschrank mit
-80°C gestellt. Zur kontinuierlichen Lagerung uberfuhrt man die Zellen nach ca.

12 Stunden in den FlUssigstickstoffbehalter.

3.1.10 Auftauen von Zellen

Zum Auftauen wurden die Zellen aus dem flussigen Stickstoff genommen und
sofort in ein 37°C-Wasserbad befordert. Wenn das letzte Eisklimpchen im
Kryoréhrchen aufgetaut war, wurde es mit 70 %igem Ethanol kurz desinfiziert
und unter die sterile Werkbank genommen. Hier wurde der Inhalt des
Roéhrchens in ein neues 15 ml Tube uberfuhrt. Nachdem 5 ml frisches
Kulturmedium sehr langsam und weitere 5 ml etwas schneller hinzugefugt
wurden, konnten die Zellen in eine neue Zellkulturflasche gegeben werden. In
den nachsten 12 Stunden sollten die Zellen in Ruhe gelassen werden, damit sie

sich in Ruhe an dem Boden anheften kdnnen. Nach ca. 24 Stunden ist es ndtig,
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die Zellen in frisches Kulturmedium zu Uberfihren, um verbliebenes DMSO zu

entfernen.

3.2 Aufarbeiten der Zellen

3.21 Puffer und Losungen
e 20 mM Tris-Puffer mit KCI
1,2144 g Tris [2-Amino-2-(hydroxymethyl)-1,3-propandiol]
+ 42,787 g Saccharose
+ 5,75 g KCI

mit aqua bidest auf 500 ml auffillen und mit Salzsaure auf einen pH-Wert

von 7,4 einstellen

e 20 mM Tris-Puffer ohne KCI
1,2144 g Tris [2-Amino-2-(hydroxymethyl)-1,3-propandiol]
+ 42,787 g Saccharose

mit aqua bidest auf 500 ml auffillen und mit Salzsaure auf einen pH-Wert

von 7,4 einstellen

3.2.2 Gerate
e Sonoplus Homogenisator GM 70 (Bandelin, Berlin)
e Biofuge 15R (Heraeus, Hanau)

e Ultrazentrifuge L7,55 (Beckmann, Minchen)

3.2.3 Ernten und Aufschluss der Zellen

Die Zellen wurden aus dem Brutschrank entnommen und das Kulturmedium
verworfen. Anschliellendes, zweimaliges Spullen der Zellen mit je 2ml 20 mM
Tris-Puffer mit KCI entfernt die Zellen vom restlichen Medium. Die Zellen

wurden danach mit 1 ml Puffer versetzt und mit einem Zellschaber in Losung
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gebracht. Nach 10minltiger Zentrifugation bei 200g wurde der Uberstand
verworfen und das Sediment in 50-100 pl Tris-Puffer ohne KCI aufgenommen.
In dieser hypotonischen Umgebung dehnen sich die Zellen, da durch die
hochkonzentrierten Substanzen im Zellinneren eine osmotische Wirkung
erzeugt wird, die Wasser eindringen lasst. Bei der anschlieBenden
Ultraschallbehandlung werden die so vorbehandelten Zellen leichter und
schonender aufgeschlossen. Der Nachteil dieser Methode liegt darin, dass viel
Warme freigesetzt wird. Man sollte deswegen auf moglichst kurze
Beschallzeiten achten und nur kleine Volumina einsetzten. Aus diesem Grund
wurden die Zellen zweimalig mit 10 Sekunden bei 50% Leistung homogenisiert.
Alle hier genannten Arbeitsschritte wurden auf Eis ausgefihrt, um einem

Aktivitatsverlust der Enzyme entgegenzuwirken.

3.2.4 Subzellulare Fraktionierung mittels differentieller
Zentrifugation

Die differentielle Zentrifugation hat ihren Namen daher, dass sie die
Unterschiede in der Sedimentationsrate der zu trennenden Partikel, die sich in
einem Gemisch von Zellkomponenten (Homogenat) befinden, ausnutzt. Die
Sedimentationsrate ist von der Teilchenmasse und -radius abhangig. Die
Zellkerne sind am schwersten und grof3ten und finden sich bei niedertouriger
Zentrifugation im Pellet (10 Minuten bei 600 xg). Die Mitochondrien
sedimentieren bei hdheren Touren (10 Minuten bei 17000 x g). Mikrosomen
sedimentieren erst bei Ultrazentrifugation (75 Minuten bei 105000 x g). Der jetzt
klare Uberstand wurde als zytosolische Fraktion verwendet. Alle
Zentrifugationsschritte wurden bei 4 °C durchgefihrt. Die Proben kdnnen bei —

80 °C Uber mehrere Wochen gelagert werden.
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3.3 Bestimmung der reduktiven Enzymaktivitat

3.3.1 Puffer und Léosungen

Phosphatpuffer (50mM, pH 7,4)
6 g Natriumdihydrogenphosphat

mit aqua bidest auf 1000 ml auffillen und mit Salzsaure auf einen pH-Wert

von 7,4 einstellen
Daunorubicin-Lésung (500 ug/ml)
Doxorubicin-Lésung (2,5 pg/ml)
NADPH (10mM) [Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid-Phosphat]
Laufmittel zur HPLC-Analytik
700 ml Acetonitril p.A. (100%ig)
+ 2,7 ml Ameisensaure (100%ig)
+ 10,8 ml Ammoniak (25%ig)

mit aqua bidest auf 2500 ml aufflllen und mit Salzsaure auf einen pH-Wert

von 4 einstellen

3.3.2 Gerate

Wasserbad

HPLC-Pumpe L-6220 Intelligent Pump (Merck-Hitachi, Darmstadt)
HPLC-Autosampler AS2000A (Merck-Hitachi, Darmstadt)
spektrofluorimetrischer HPLC-Detektor (Waters-Millipore, Eschborn)

HPLC-Integrator C-R6A (Shimadzu, Duisburg)
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3.3.3 Standardinkubationsansatz

In einem 1,5 ml Reaktionsgefal® (Eppendorf, Hamburg) wurden 25 pul des
Zytosols mit 10 yl Phosphatpuffer und 10 ul NADPH fir eine Minute bei 37°C im
Wasserbad vorinkubiert. Der Start der Reaktion erfolgte durch Zugabe von 5 ul
einer Daunorubicin-Losung (500ug/ml). Da das Gesamtvolumen des Ansatzes
50 pl betrug, lag die Daunorubicin-Konzentration also bei 0,89 mM. Die
Reaktion wurde nach 30minutiger Inkubation mit 150 ul eiskaltem Acetonitril
gestoppt. Um die denaturierten Proteine zu fallen, fand eine Zentrifugation bei 4
°C und 17000 x g statt. Der nun klare Uberstand wurde zur HPLC-Analyse

verwendet.

3.3.4 Analyse von Daunorubicin und Daunorubicinol mittels
Hochdruckflussigkeits-Chromatographie (HPLC)

Die Analyse von Daunorubicin und Daunorubicinol erfolgte mittels
Hochdruckflissigkeits-Chromatographie (HPLC) in Anlehnung an Cummings et
al. (1984). Das verwendete System bestand aus einer Pumpe, einem
Autosampler, einem spektrofluorimetrischen Detektor und einem Integrator. Zur
chromatographischen Auftrennung der Substanzen wurde eine Merck
LiChrospher 100 C4g Saule (4 x 250 mm) verwendet. Als mobile Phase eignete
sich ein Gemisch aus 28% Acetonitril und 72% Ammoniumformiatpuffer pH 4
(0,03%ig). Die FlieBgeschwindigkeit betrug 1,3 ml pro Minute, die
Excitationswellenlange 470 nm und die Emissionswellenlange 550 nm. Die
integrierten Werte wurden anschlielend zur Berechnung der spezifischen
Aktivitat benutzt (siehe 3.3.6).

3.3.5 Proteinbestimmung nach Bradford

Der Farbstoff Coomassie-Brillantblau G-250 bindet an Proteine und erlaubt die
Extinktionsmessung des Protein-Farbstoffkomplexes bei 595 nm (Bradford,
1976).
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Zur Proteinbestimmung wurden jeweils 975 pl einer verdunnten (1:5),
gebrauchsfertigen Farbreagenz zu 25 pl Proteinlosung gegeben. Die Extinktion
(595 nm) kann nach 15 min gegen einen Leerwert ohne Protein gemessen
werden. Die Proteinkonzentration wurde aus einer Eichkurve, die mit
Rinderserumalbumin bekannter Konzentrationen erstellt wurde, abgelesen. Der

Test eignet sich fur Proteinkonzentrationen zwischen 1 und 10 ug/ml.

3.3.6 Berechnung der spezifischen Aktivitat

Die integrierten Werte aus der HPLC-Analyse wurden Uber entsprechende
Eichkurven in Daunorubicin- und Daunorubicinol-Konzentrationen umgerechnet.
Hierzu wurde Doxorubicin als interner Standard eingesetzt. Es besitzt die
gleiche Excitations- und Emissionswellenlange wie Daunorubicin und lasst sich
durch die HPLC-Trennung klar von Daunorubicin und Daunorubicin
unterscheiden. 30 ul einer Doxorubicin-Losung (2,5 pg/ml) wurden zu 70 pl des
Reaktionsansatzes zugefugt, nachdem die enzymatische Reaktion beendet und
die denaturierten Proteine abgetrennt waren. Nach anschlieRender HPLC-
Analytik konnten die Proben mit folgender Formel (Gleichung 1) ausgewertet

werden:

Area Produkt
Areal.S.

Menge Gesamtprotein

x Menge |.S. im Ansatz

nmol Daunorubicinol
mg Protein x 30 min

. o fx
spezifische Aktivitét ( ):

_ Steigung der Eichkurve I.S.
Steigung der Eichkurve Produkt

Gleichung 1: Formel zur Berechnung der Produkt-Menge. |.S.=Interner Standard
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3.4 Messung der mRNA-Expression

3.4.1 Puffer und Losungen
e TAE-Puffer 50x

2 M Tris-Base

5,7 % Essigsaure (v/v)

50 mM EDTA

e DEPC (Diethylpyrocarbonat)-Wasser

3.4.2 Gebrauchsfertige ,,Kits*
e RNeasy® Mini Kit (QIAGEN, Hilden)
e QIlAshredder® (QIAGEN, Hilden)

e Ready-To-Go® RT-PCR Beads (Pharmacia Biotech, Schweden)

3.4.3 Gerate

e Thermocyler Omn-E (HYBAID, Heidelberg)

3.4.4 Arbeiten mit Ribonukleinsaure (RNA)

Ribonukleasen (RNasen) sind sehr stabile und aktive Enzyme, die schon in
kleinsten Mengen und ohne Co-Faktoren RNA zerstéren konnen. Aus diesem
Grund ist ein sorgsamer Umgang mit RNA unvermeidbar. Dieser besteht in dem
Gebrauch von RNase-freien Einmalartikeln, Vorbehandlung der Losungen,
soweit moglich, mit Diethylpyrocarbonat (DEPC), sowie der Reinigung aller
verwendeten Apparaturen und Gerate mit 3%iger Wasserstoffperoxid-Losung

fur 24 Stunden und anschlieRendem Spulen mit DEPC-Wasser.
3.4.5 Isolierung der RNA aus Tumorzellen

Die Gesamt-RNA wurde unter Verwendung des RNeasy® Mini Kits aus den

verschiedenen Tumorzellen isoliert.
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Zuerst wurden die Zellen mit Hilfe des Lysis-Puffer, der Guanidiniumthiocyanat
(GITC) und B-Mercaptoethanol enthalt, aufgeschlossen und homogenisiert.
GITC ist stark denaturierend und inaktiviert sofort vorhandene RNasen, um eine
Isolierung intakter RNA zu gewahrleisten. Da inkomplettes Homogenisieren der
Zellen die RNA-Isolation extrem stort, wurde das Lysat mehrmals durch eine
20-G Nadel gezogen, anschlief3end auf eine QlAshredder®-Saule pipettiert und
zentrifugiert. Beide Schritte erzeugen starke Scherkrafte, die das Lysat gut
homogenisieren lassen. Anschlielend wurde 70 % Ethanol hinzupipettiert, um
geeignete Bindungsbedingungen zu schaffen, und die Probe auf die Silica-
Saule gegeben, an der die RNA bindet. Andere Verunreinigungen (Proteine,
DNA, Salze) wurden danach mit zwei verschiedenen Puffer
heruntergewaschen. Die jetzt saubere RNA wurde mit DEPC-Wasser von der
Saule eluiert und mit 5 % RNase-Inhibitor versetzt. Nicht sofort fur Versuche

bendtigte RNA wurde bei -80°C gelagert.

3.4.6 Quantifizierung der RNA und Reinheitspriifung

Die Konzentration und die Reinheit der RNA kann mit Hilfe
spektrophotometrischer Messung der Absorption bei 260 nm (Azsp) und 280 nm
(A2so) bestimmt werden. Eine Absorption von 1 bei 260 nm entspricht einer
Menge von 40 uyg RNA pro ml. Diese Beziehung ist nur gultig, wenn mit Wasser
gemessen wird. Deswegen sollte die zu messende RNA mit Wasser verdunnt
werden. Diese Verdinnung muss naturlich mitberlcksichtig werden, so dass

man auf folgende Formel kommt:

Konzentration RNA [ug/ml] =40 x A,,, x Verdlinnungsfaktor

Der Quotient aus Az und Aggy ergibt die Reinheit der RNA. Saubere

RNA-Praparationen besitzen eine Reinheit zwischen 1,8 und 2,1.

Reinheit = Az
280
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3.4.7 ,Reverse Transcription—-Polymerase Chain Reaction®
(RT-PCR)

Zur molekularen Analyse der Genexpression bedient man sich der ,Reverse
Transcription — Polymerase Chain Reaction“ (RT-PCR).

Hierbei wird zuerst die mRNA mit Hilfe der Reversen Transkriptase (Gallo,
1971), ein aus RNA-Viren (Retro-Viren) isoliertes Enzym, in komplementare
DNA (cDNA) umgeschrieben. Eine kleine Menge RNA (1 bis 2 pg) wird mit der
Reversen Transkriptase, Desoxyribonukleosidtriphosphaten (dATP, dCTP,
dGTP und dTTP) und einem DNA-Startmolekul (Primer, engl.: prime =
vorbereiten) in einem geeigneten Reaktionspuffer inkubiert. Der Primer lagert
sich am 5° der komplementaren RNA-Matrize an und die Reverse Transkriptase
schreibt die RNA in die cDNA um.

Diese cDNA kann nun im zweiten Schritt mit der Polymerase-Kettenreaktion
(PCR) (Mullis und Faloona, 1987; Saiko et al., 1988) vervielfaltigt werden. Die
PCR-Technik wird u.a. zur Pranataldiagnostik von Erbkrankheiten eingesetzt
(Handyside et al., 1989; Wong et al., 1987), in der Gerichtsmedizin (Higuchi et
al., 1988), zur Untersuchung von Onkogenen (Bos et al., 1987; Farr et al.,
1988), in der Mikrobiologie zum Nachweis bakterieller und viraler DNA (Kwok et
al.,, 1987; Hart et al., 1988; Brisson-Noel et al., 1989), sowie bei der
Uberwachung von Krebstherapien (Roth et al., 1989). Die PCR basiert auf der
Fahigkeit von DNA-Polymerasen unter Kontrolle einer einstrangigen DNA-
Matrize ein Startmolekul (Primer) in 5" — 3’-Richtung zu verlangern. Die cDNA
wird mit DNA-Polymerase, Desoxyribonukleosidtriphosphaten (dATP, dCTP,
dGTP und dTTP) und zwei Primern im Reaktionspuffer inkubiert. Die Primer
sind dabei so ausgewahlt, dass sie dem 5°- bzw. dem 3’-terminalen Ende des
zu vermehrenden cDNA-Segments entsprechen. Der erste Primer wird vom 5°-
Ende in Richtung des 3’-Endes des ersten Stranges abgeleitet (vorwarts) und
der zweite Primer vom 5°-Ende in Richtung des 3'-Endes des Gegenstranges
(rickwarts). Jeder Reaktionszyklus besteht, wie in Abbildung 5 dargestellt, aus
drei Teilschritten. Die Trennung der beiden Strange der DNA-Doppelhelix
(Denaturierung) erfolgt durch Hitze (92-95°C). Wahrend der Abklhlung auf die
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Anlagerungstemperatur (40-72°C) lagern sich die Primer komplementar an ihre
jeweiligen Zielstellen der Matrizen-DNA an. Die optimale
Anlagerungstemperatur ist dabei abhangig von Lange und Nukleotidabfolge der
Primer. Im dritten Schritt, der Elongation, wird die Temperatur auf die optimale
Reaktionstemperatur der DNA-Polymerase (72°C) gebracht, um einen neuen
DNA-Doppelstrang zu synthetisieren (siehe auch Abbildung 5).

Durch die Verwendung hitzestabiler DNA-Polymerase, der Tagq™-DNA-
Polymerase aus dem Bakterium Thermus aquaticus (Chien et al., 1976), ist die
einmalige Enzymzugabe flir den kompletten Reaktionsprozess ausreichend
(Saiki et al., 1988). Dies ermdglicht eine Automatisierung der PCR unter
Verwendung programmierbarer ~ Thermostaten (Thermocycler). Ein
Thermocycler flhrt ein vorgegebenes zyklisches Temperaturprofil durch, wobei
die Temperaturwechsel durch ein Peltier-Element oder die Temperierung von
Wasser erreicht wird. Dies erlaubt die Durchfuhrung eines kompletten PCR-
Ansatzes (20-40 Zyklen) in 2-4 h.

Mit Hilfe der RT-PCR wurde die Expression der vier verschiedenen Reduktasen
(siehe 1.3.3.1.1 bis 1.3.3.1.4) und der drei Resistenzmechanismen (siehe 1.4.2

bis 1.4.2.2) gemessen.
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Abbildung 5: Schematische Darstellung der PCR
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Hierzu wurden Ready-To-Go® RT-PCR Beads verwendet. Dabei handelt es
sich um getrocknete Kugelchen, die alle notigen Reagenzien, auf3er Primer und
RNA-Template, fiur die Reverse Transkription und der Polymerase
Kettenreaktion enthalten. Zu dem Reaktionsansatz (siehe Tabelle 3) wurde nur
noch jeweils 1 uyg Gesamt-RNA und je 15 pmol der entsprechenden 5°- und 3’-
Primer hinzugegeben. Dieser Reaktionsansatz wurde im Thermocycler mit dem

in Tabelle 4 aufgelisteten zyklischem Temperaturprogramm inkubiert.

Reaktionsansatz

Gesamt-RNA 1 g
Taqg-Polymerase 2U

Tris-HCI (pH 9,0) 10 mM

KClI 60 mM
MgCl, 1,5 mM
dNTP-Mix jedes 200 uM

Moloney Murine Leukemia
Virus (M-MuLV) Reverse
Transkriptase
RNAguard®, BSA

Tabelle 3: Reaktionsansatz der RT-PCR

Temperaturprogramm

1X Reverse Transkription 37°C 30 min

1x Denaturierung 95°C 5 min
Denaturierung 95°C 1 min

40 x  Primeranlagerung 65°C 1 min
Kettenverlangerung 72°C 1 min

1 X Kettenverlangerung 72°C 10 min

Tabelle 4: Temperaturprogramm der RT-PCR

3.4.8 Verwendete Primer

Alle zur RT-PCR verwendeten Primer (siehe Tabelle 5) wurden von der Firma
MWG Biotech GmbH (Ebersberg) synthetisiert und lyophilisiert ausgeliefert. Fur
den Gebrauch wurden sie dann in sterilem DEPC-Wasser in Loésung gebracht
(50 pmol/ul).
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Richt- Primer- Produkt-
Gen Sequenz N "
ung Lange Lange
5 GCC TGG CAG CTG GAA GAC AAATACACAAAAT 31
MDR; 286
3 CAG ACA GCA GCT GAC AGT CCAAGAACAGGAC 3
5 AGAACCTCAGTGTCG GGC AGC G 22
MRP 527
3 TCG CATCTCTGT CTCTCCTGG G 22
5 CCT CGAGATCCATTG TGC TGG 21
LRP 300
3 CAC AGG GTT GGC CAC TGT GCA 21
Aldehyd 5 CATTGATTG TGC TGC TAT CTA CGG 24 300
Reduktase .
3 GCCTTC CAAGTCTCCTTG TAG TGG 24
5 AGC GAC CTGAAGCTGGACTACCTGG 25
Aldose 308
Reduktase .
3 GGT CACCACGATGCCTTTGGACTG G 25
5 CTTTGG TAC CCG AGATGT CTG CAC AG 26
Carbonyl 290
Reduktase .
3 AGT TTC CTG GCG TGG ATC CTG GAC AG 26
Dihydrodiol 5 GTT GGT CCG ACCAGC CTT GGAAAG G 25
Dehydroge- 310
nase 3 GTAAGGATGACATTCCACCTG GTT GC 25
. 5 GTG GAG CATTCAGACTTG TCT TTC AGC 27
B2-Mikro- 201
globulin 3’ TTC ACT CAA TCC AAA TGC GGC ATC TTC 27

Tabelle 5: Verwendete Primer

3.4.9 Agarose-Gelelektrophorese

Die Auftrennung von Makromolekulen (DNA) erfolgt durch Elektrophorese unter
Ausnltzung ihrer durch negative Ladung (Phosphatgruppe) verursachten
Fahigkeit im elektrischen Feld zu wandern. Elektrophoretische Trennungen
werden dabei in Gelen durchgefuhrt, die durch die Ausbildung einer
Netzstruktur als Molekularsieb dienen, durch welches die Wanderung gro3erer
Molekule starker behindert wird als die kleinerer. Fir die Auftrennung von PCR-
Amplifikaten werden Ublicherweise Agarosegele eingesetzt. Agarose ist ein

lineares Polymer aus alternierenden D-Galaktose- und 3,6-Anhydro-L-
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Galaktoseresten. Die physikalischen Eigenschaften werden in erster Linie durch

die Agarosekonzentration bestimmt.

Die so aufgetrennten Amplifikate werden unter UV-Licht durch Farbung mit
Ethidiumbromid im Agarosegel als Banden sichtbar gemacht. Ethidiumbromid
bindet an die Duplex-DNA durch Interkalation, d.h. dieser Farbstoff schiebt sich
zwischen die gestapelten Basen, wobei Fluoreszenz im UV-Bereich im
Vergleich zum freien Farbstoff intensiviert wird. Die untere Nachweisgrenze
liegt bei 50 ng DNA.

3.4.10 Agarosegelherstellung
Da die Produkte der RT-PCR eine Grofde von 300-500 bp besitzen, wurde zur

Auftrennung ein 2,5 %iges Agarosegel benutzt. Zu diesem Zweck wurden 2,5 g
~Small-DNA Agarose® (Biozym) in einem Erlenmeyerkolben eingewogen und
100 ml 1x TAE-Puffer unter kraftigem Schwenken hinzugegeben. In einem
Mikrowellengerat wurde die Agarose-LOosung bis zum vollstandigen Losen und
Klaren der Agarose aufgekocht. Nach Abkuhlen auf unter 60°C wurde die
Agarose nach Zugabe von Ethidiumbromid-Lésung (Endkonzentration 0,5
pg/ml) luftblasenfrei in den waagerecht ausgerichteten Elektrophorese-Schlitten
gegossen und zwei Elektrophoresekdmme zur Ausbildung der Probentaschen
eingesetzt. Nach etwa einstindigem Abkuhlen wurden die Kdmme entfernt und
der Gelschlitten in eine mit 1x TAE-Puffer geflllte
Horizontalelektrophoresekammer platziert.

3.4.11 Elektrophorese

Aus den Reaktionsgefallen wurden 20 pl des RT-PCR-Amplifikats enthommen,
mit 3 ul Probenlaufpuffer (0,05% Bromphenolblau, 0,05% Xylencyanol, 15%
Ficoll) gemischt und jeweils 20 pl in die Probentaschen der Agarosegele
pipettiert. Zusatzlich wurde je Probenreihe 5 pl des in Laufpuffer verdinnten
100 bp Langenstandards aufgetragen. Nach einer Laufzeit von ca. 90 Minuten
bei 130 V wurden die Gele auf einen UV-Leuchttisch (310 nm) platziert und die

Amplifikate als fluoreszierende Banden mit einer Video-Kamera aufgenommen.
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Die Bilder der Gele wurden sowohl mit einem Thermo-Printer ausgedruckt als

auch in digitaler Form zur Weiterbearbeitung am Computer abgespeichert.

3.4.12 Auswertung der RT-PCR-Amplifikate

Da unter UV-Licht die Helligkeit der Banden mit der Menge an Amplifikat
korreliert, erlaubt der Helligkeitsvergleich der Banden eine Aussage uber die
Quantitat der urspringlichen mRNA-Menge. Um die Helligkeit der Banden zu
quantifizieren, wurden die Elektrophoresegele mit dem Image Master VDS
(Pharmacia Biotech, Schweden) digital abgespeichert und mit dem Programm
Image Master™ VDS Software (Pharmacia Biotech, Schweden) ausgewertet. In
diesem Programm werden die Bildpunkte einer angegebenen Flache unter
Berucksichtigung ihres Helligkeitswertes aufsummiert und als zweidimensionale
Densitogramme sichtbar gemacht. Elektrophoresebanden erscheinen in diesen
Densitogrammen als ,peaks” deren Flache durch Integration quantitativ erfasst
wird. Die Peakflachen sind der Bandenhelligkeit proportional und dienen somit

als ein quantitatives Mal} fir die Menge an RT-PCR-Produkt.
3.5 Statistische Analyse

Alle Ergebnisse wurden mittels Student’s t-Test auf Signifikanz Uberpruft. Im

Ergebnissteil werden jeweils die p-Werte der Analyse angegeben.
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4 ERGEBNISSE

4.1 Zytosolischer Daunorubicin-Metabolismus nach
simulierter Chemotherapie in vitro

Ausgangspunkt dieser Untersuchung war die Arbeit von Soldan et al. (1996),
der erstmals eine Induktion von Daunorubicin-metabolisierenden Enzymen in

Pankreaskarzinom-Zelllinien nachweisen konnte.

Um dieses Induktions-Phanomen weiter zu studieren, wurde an drei
zusatzlichen Tumor-Zelllinien eine simulierte Chemotherapie in vitro
durchgefuhrt.

Hierzu wurden die Tumorzellen Uber 72 Stunden mit unterschiedlich hohen
Daunorubicin-Konzentrationen im Kulturmedium inkubiert. Dieser Zeitraum
wurde gewahlt, weil bei der klinischen Behandlung eines Patienten mit
Daunorubicin eine ahnliche Zeitspanne eingehalten wird und die meisten
Proteine nach 24 bis 96 Stunden ein Induktionsmaximum aufweisen. Bei einem
soliden Tumor nimmt die Zytostatika-Konzentrationen vom Zentrum des Tumors
zur Peripherie hin ab. Um auch diese unterschiedlichen Zytostatika-
Konzentrationen zu simulieren, wurde dem Kulturmedium ansteigende,

subletale Daunorubicin-Mengen hinzugefugt.

Nach dieser simulierten Chemotherapie wurde aus den Tumorzellen das

Zytosol isoliert und im Standardinkubationsansatz eingesetzt (siehe 3.3).

47



Ergebnisse

41.1 Melanom-Zelllinie (MeWo)

In dem Malignen Melanom konnte ein leichter Rickgang der Daunorubicin-
Reduktion beobachtet werden, wenn dem Kulturmedium niedrige Daunorubicin-

Konzentrationen (0,1 ug/ml) zugeftihrt wurden (siehe Abbildung 6).

Malignes Melanom (MeWo)

20 Abbildung 6: Daunorubicin-Reduktion
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Daunorubicin-Konzentration im Kulturmedium [ug/ml]

Ab einer Konzentration von 0,25 pug/ml Daunorubicin zeigte sich ein
kontinuierlicher Anstieg der metabolischen Aktivitat. Eine beinah 2fache
starkere Daunorubicin-Reduktion wurde induziert, wenn dem Medium 1 pg/ml
Daunorubicin zugefiigt worden war. Bei dieser hohen Konzentration zeigten
sich bei der lichtmikroskopischen Beobachtung sehr starke Schadigungen der
Zellen (Vakuolenbildung und Anschwellen des Zellkerns). Bei der Zugabe von
1,5 pg/ml Daunorubicin waren alle Zellen abgestorben, so dass keine
Aufarbeitung des Zytosols mehr moglich war. Aus diesen Grunden ist

anzunehmen, dass die Zellen ihr Induktionsmaximum bei 1 pg/ml besitzen.

Die Beobachtungen lassen vermuten, dass diese Tumorzellen sich durch
Induktion von Daunorubicin-metabolisierenden Enzymen, die je nach
Konzentration des Zytostatikums unterschiedlich stark ausgepragt ist, vor

diesem Zytostatikum schutzen.
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4.1.2 Ovarialkarzinom-Zelllinie (EFO-21)

Die Ovarialkarzinom-Zelllinie zeigte die gleiche Grundaktivitat (ohne
Daunorubicin-Zusatz) wie das Maligne Melanom, doch liel3 sich hier nur eine
leichte Steigerung der Daunorubicin-Reduktion auf das 1,3fache bei 0,1 pg/mi

Daunorubicin im Medium beobachten (siehe Abbildung 7).

Ovarialkarzinom (EFO-21) . )
Abbildung 7: Daunorubicin-Reduktion
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Im Vergleich zum Malignen Melanom zeigten die Ovarialkarzinom-Zellen ein
ahnliches Konzentrationsspektrum, doch schienen sie empfindlicher gegen
Daunorubicin zu sein, da sie schon bei sehr kleinen Daunorubicin-Mengen mit
einer Induktion des Metabolismus antworteten und bei hoheren

Konzentrationen die Aktivitat ricklaufig war.

41.3 Mammakarzinom-Zelllinie (MCF-7)

Die Mammakarzinom-Zelllinie hatte das grof3te Konzentrationsspektrum. Auch
bei sehr hohen Daunorubicin-Konzentrationen waren die Zellen noch
lebensfahig. Die Zellen lieRen, wie beim Malignen Melanom, einen leichten
Ruckgang der Aktivitat bei niedrigster Konzentration erkennen (siehe Abbildung
8).

Die maximale Induktion lag bei 0,5 und 1 pg/ml Daunorubicin (je 1,4fach).
Danach waren die Zellen noch lange lebensfahig, doch eine weitere Steigerung

der Aktivitat konnte man nicht mehr beobachten. Dies weildt auf weitere
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Resistenzmechanismen hin, die bei hohen Konzentrationen eine entscheidende

Rolle zu spielen scheinen.

Mammakarzinom (MCF-7) . o )
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Im Vergleich zum Malignen Melanom und dem Ovarialkarzinom zeigte das
Mammakarzinom eine Grundaktivitat, die weniger als die Halfte der beiden
anderen Tumor-Zelllinien betrug. Auch dies konnte fur andere, wichtigere

Resistenzmechanismen in dieser Zelllinie sprechen.
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4.2 mRNA-Expression der vier bekannten Daunorubicin-
Reduktasen

Um die Enzyme, die am Metabolismus von Daunorubicin zu Daunorubicinol
beteiligt sind, zu identifizieren, wurde die Methode der RT-PCR angewandt
(siehe 3.4.7). Hierbei wird die Menge an mRNA als Mal} fur die Expression des
jeweiligen Gens benutzt. So Iasst sich die Veranderung der Expression der vier
moglichen Daunorubicin-Reduktasen nach vorheriger Daunorubicin-Exposition
in den verschiedenen Zelllinien messen. Von Vorteil erscheint, wenn die
Tumorzellen schon auf Proteinebene die Reduktasen induzierten, weil dann

auch eine Veranderung auf mMRNA-Ebene mdglich war.

Da nur das Maligne Melanom eine stéarkere Anderung der Enzymaktivitat zeigte,
wurden fur die mRNA-Expressions-Messungen neben dieser Zelllinie drei
weitere benutzt, bei denen eine hohe Aktivitatssteigerung bekannt war. Dies
waren eine sensitive und eine resistente Pankreaskarzinom-Zelllinie (Soldan et
al., 1996). Der sensitive, unbehandelte Tumor (EPP85-181) zeigte eine

Aktivitatssteigerung bis auf das 2 bis 3fache des Ausgangswertes.

Der resistente Abkdmmling (EPP85-181RDB), ein Uber Monate mit
Daunorubicin behandelter Tumor, verdoppelte, ahnlich dem Malignen Melanom,

seine Aktivitat.

Bei der dritten Zelllinie, einem Magenkarzinom (EPG257-SENS), wurde der
Vergleich der Enzymaktivitaten nicht schon nach 72 Stunden, sondern erst
nach mehreren Monaten gemessen (Ax et al, 1999). In diesem Zeitraum
wurden standig steigende, subletale Daunorubicin-Konzentrationen dem
Kulturmedium beigeflgt. Bei gleichzeitiger Blockade des Glykoproteins P-170,
konnte man hier sogar eine Steigerung der Enzymaktivitdt um das 8fache
erreichen. Diese neue Zelllinie wurde als resistente Magenkarzinom-Zelllinie
(EPG257-RES) bezeichnet.

51



Ergebnisse

421 Vergleich der Grund-Expression der Daunorubicin-
Reduktasen

In der folgenden Versuchsanordnung wurde die mRNA Expression jeder in
Frage kommenden Reduktase in den drei Zelllinien MeWo, EPP85-181 und
EPP85-181RDB (gleichzeitig bestimmt. Da die Tumorzellen nicht mit
Daunorubicin inkubiert wurden, spricht man in diesem Fall von der Grund-
Expression der jeweiligen Reduktase. Die Grund-Expression gibt also die

MRNA-Menge an, die von den Tumorzellen per se exprimiert wird.

Von jeder Zelllinie wurde die gleiche Menge an Gesamt-RNA eingesetzt, die
RT-PCR-Amplifikate mit Hilfe der Image Master VDS Software® (siehe auch

3.4) ausgewertet und die Expression miteinander verglichen.

Die Grund-Expression der Carbonyl Reduktase lag in den beiden
Pankreaskarzinom-Zelllinien ungefahr bei dem gleichen Wert (siehe Abbildung
9). Die Zellen des Malignen Melanoms exprimierten die Carbonyl Reduktase um

den Faktor 1,2 starker als die beiden Pankreaskarzinom-Zelllinien.

Vergleich der Grund-Expression der
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» 30000 | die Menge der mRNA an, die von der
§25000 | Zelle per se exprimiert wird. Anzahl der
E 20000 A Bestimmungen n=2-4. Abkilrzungen:
S 15000 - MeWo = Malignes  Melanom; EPP85-
10000 1 181 = sensitives Pankreaskarzinom;
50001 EPP85-181RDB = resistentes Pankreas-
’ MeWo | EPP85-181 | EPPes-181RDB karzinom
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Die Grund-Expression der Aldose Reduktase war nur in den sensitiven und
resistenten Pankreaskarzinom-Zellen identisch. Das Maligne Melanom
hingegen zeigte eine um ca. 1,3fache niedrigere Grund-Expression der Aldose
Reduktase (siehe Abbildung 10).

Vergleich der Grund-Expression der . .
Aldose Reduktase Abbildung 10: Vergleich der Grund-

120000 Expression der Aldose Reduktase.

T Die Zellen hatten noch keinen Kontakt mit

100000 -
Daunorubicin. Die Grund-Expression gibt

80000 die Menge der mRNA an, die von der

60000 Zelle per se exprimiert wird. Anzahl der
Bestimmungen n=2-4. Abklrzungen:
MeWo = Malignes  Melanom; EPP85-

Optische Dichte

40000 -

20000 4 181 = sensitives Pankreaskarzinom;
o EPP85-181RDB = resistentes Pankreas-
MeWo EPP85-181 EPP85-181RDB karzinom

Die Aldehyd Reduktase wurde in allen drei Zelllinien ungefahr gleich stark
exprimiert, wenn dem Kulturmedium kein Daunorubicin zugeflhrt wurde (siehe
Abbildung 11).

Vergleich der Grund-Expression der

Aldehyd Reduktase Abbildung 11: Vergleich der Grund-

80000 Expression  der  Aldehyd Reduktase.
70000 - . I Die Zellen hatten noch keinen Kontakt mit
60000 | * Daunorubicin. Die Grund-Expression gibt

die Menge der mRNA an, die von der

Zelle per se exprimiert wird. Anzahl der

Optische Dichte
w B o
o o o
o o o
o o o
o o o

Bestimmungen n=2-4. Abkirzungen:
MeWo = Malignes  Melanom; EPP85-

10000 181 = sensitives Pankreaskarzinom;
0 EPP85-181RDB = resistentes Pankreas-
MeWo EPP85-181 EPP85-181RDB karzinom

Die Dihydrodiol Dehydrogenase wurde nur in dem sensitiven und resistenten
Pankreaskarzinom exprimiert (siehe Abbildung 12). In dem Malignen Melanom
lag die Menge der mRNA unter der Nachweisgrenze der sehr sensitiven
Methode der RT-PCR. Die Grund-Expression im sensitiven Pankreaskarzinom
(EPP85-1812) lag nur unwesentlich hoher (1,2fach) als im resistenten
Abkémmling (EPP85-181RDB).
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Vergleich der Grund-Expression der Abbildung 12: Vergleich der Grund-
Dihydrodiol-Dehydrogenase Expression der Dihydrodiol Dehydro-

120000 genase (DD2).

100000 4 : Die Zellen hatten noch keinen Kontakt mit
© 80000 I Daunorubicin. Die Grund-Expression gibt
g die Menge der mRNA an, die von der
% 60000 1 Zelle per se exprimiert wird. Anzahl der
§ 40000 1 Bestimmungen n=2-4. Abkirzungen:

MeWo = Malignes Melanom; EPP85-

2001 nd. 181 = sensitives Pankreaskarzinom;

0 ‘ ‘ EPP85-181RDB = resistentes Pankreas-

MeWo EPP85-181 EPP85-181RDB
karzinom; n.d.= nicht detektierbar

Zusammenfassend kann man sagen, dass in den beiden Pankreaskarzinom-
Zelllinien alle Daunorubicin-Reduktasen eine annahernd gleiche Grund-
Expression besitzen. Das Maligne Melanom hingegen exprimiert im direkten
Vergleich die Carbonyl Reduktase etwas starker, die Aldose Reduktase

schwacher und die Dihydrodiol Dehydrogenase tberhaupt nicht.

4.2.2 mRNA-Expression der Daunorubicin-Reduktasen nach

simulierter Chemotherapie in vitro

4.2.2.1 Melanom-Zelllinie (MeWo)

Die mRNA-Expression der Carbonyl Reduktase konnte durch Inkubation mit
Daunorubicin Uber 72 Stunden nicht wesentlich gesteigert werden (siehe
Abbildung 13).

mRNA-Expression der Abbildung 13: m-RNA-Expression der
I-Reduk MeW
140 Carbonyl-Reduktase (MeWo) Carbonyl Reduktase im Malignen
Melanom (MeWo).

[ Die Zellen wurden (ber 72 Stunden mit

120 4

o

100 . . ..
[ unterschiedlichen Daunorubicin-Konzen-

—

80 1 trationen im Kulturmedium inkubiert. Die

60 mRNA-Expression ohne DRC wurde gleich

100 % gesetzt. Alle anderen Werte wurden

relative mRNA-Expression [%]

prozentual auf diesen Wert bezogen. Anzahl

20 der Bestimmungen n=2-4. *p<0,05.

0 ‘ ‘ ‘ ‘ Abkurzungen: DRC=Daunorubicin
ohne DRC 0,1 0,25 0,5 1

Daunorubicin-Konzentration im Kulturmedium [ug/ml]
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Das Maximum der Induktion der Carbonyl Reduktase, eine 1,1fache
Steigerung, konnte man bei niedriger Daunorubicin-Konzentration (0,1 ug/ml)
messen. Danach nahm die Menge an mRNA kontinuierlich ab.

Auch die mRNA-Expression der Aldehyd Reduktase zeigte keine wesentliche

Veranderung (siehe Abbildung 14).

mRNA-Expression der

Aldehyde Reduktase (MeWo) Abbildung 14: m-RNA-Expression

der Aldehyd Reduktase im Malignen
Melanom (MeWo).
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anderen Werte wurden prozentual auf

relative mRNA-Expression [%]
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diesen Wert bezogen Anzahl der
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Bestimmungen n=2-4. *:p<0,05.

o

ohne DRC 0,1 0,25 05 1 Abkirzungen:  DRC = Daunorubicin

Daunorubicin-Konzentration im Kulturmedium [ug/ml]

Nur bei niedrigster Daunorubicin-Konzentration (0,1 ug/ml) liel3 sich eine leichte
Steigerung der mRNA-Expression auf das 1,1fache beobachten. Bei héheren
Konzentrationen blieb die mRNA-Expression jedoch auf dem Level des

Ausgangswertes.

Auch die mRNA-Expression der Aldose Reduktase wurde kaum verandert
(siehe Abbildung 15). Bei niedrigen Daunorubicin-Konzentrationen konnte ein
leichter Rickgang der mRNA-Expression beobachtet werden. Ab 0,5 pg/mi
Daunorubicin im Kulturmedium stieg die mRNA-Expression an. Doch wie bei
der Carbonyl Reduktase und der Aldehyd Reduktase betrug die hochste

Steigerung nur ca. 1,2fach (bei 1 ug/ml Daunorubicin).

Die Menge an exprimierter Dihydrodiol Dehydrogenase lag in dieser
Tumorzelllinie unter der empfindlichen Nachweisgrenze der RT-PCR, so dass
eine Beteiligung am induzierten Daunorubicin-Metabolismus so gut wie

ausgeschlossen war.
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mRNA-Expression der Abbildung 15: m-RNA-Expression der

Aldose Reduktase (MeWo) Aldose  Reduktase im  Malignen

"o Melanom (MeWo).
120 ? Die Zellen wurden Uber 72 Stunden mit
[ unterschiedlichen Daunorubicin-

100 4 T

Konzentrationen im Kulturmedium

801 inkubiert. Die mRNA-Expression ohne

60 | DRC wurde gleich 100 % gesetzt. Alle

anderen Werte wurden prozentual auf

relative mRNA-Expression [%]

40
diesen Wert bezogen Anzahl der

20 Bestimmungen n=24. *:p=0,05.

Abkirzungen: DRC = Daunorubicin

K 0,1 0,25 0,5 1
Daunorubicin-Konzentration im Kulturmedium [ug/ml]

Zusammenfassend lasst sich fur diese Tumor-Zelllinie sagen, dass alle vier
getesteten Reduktasen eine wohl untergeordnete Rolle im forcierten
Metabolismus von Daunorubicin spielen und so nicht zu einer erworbenen

Resistenz gegen dieses Zytostatikum beitragen.

4.2.2.2 Sensitive Pankreaskarzinom-Zelllinie (EPP85-181)

Nach simulierter Chemotherapie konnte in dieser Tumor-Zelllinie eine starkere

Induktion der Carbonyl Reduktase festgestellt werden (siehe Abbildung 16).

mRNA-Expression der Abbildung 16: m-RNA-Expression der
Carbonyl Reduktase (EPP85-181) Carbonyl Reduktase im sensitiven
180 Pankreaskarzinom (EPP85-181).

= 160 . Die Zellen wurden Uber 72 Stunden mit
§ 1401 N I unterschiedlichen Daunorubicin-

# 120 - T . . .
S 100 | Konzentrationen  im  Kulturmedium
g 80 inkubiert. Die mRNA-Expression ohne
% 60 DRC wurde gleich 100 % gesetzt. Alle
é 40— ] anderen Werte wurden prozentual auf
201 diesen Wert bezogen Anzahl der

0 ‘ ‘ ; ;

ohne DRC 0,001 0,01 0,1 1 Bestimmungen n=2-4. p<0,05.

Daunorubicin-Konzentration im Kulturmedium [pg/ml]

Abkurzungen: DRC = Daunorubicin

Die hochste Steigerung dieser Reduktase betrug 1,6fach, wenn dem
Kulturmedium 0,1 pg/ml Daunorubicin hinzugefigt wurden. Sogar bei hochster
Daunorubicin-Konzentration (1 pg/ml) lag die mRNA-Expression noch 34 %
uber dem Ausgangwert, obwohl bei dieser Konzentration lichtmikroskopisch

schon schwerste Schaden an den Zellen beobachtet werden konnten. Dies
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konnte auf die Fahigkeit dieser Reduktase als protektiver Faktor gegen

Daunorubicin hinweisen.

Die Aldehyd Reduktase zeigte hingegen in dem sensitiven Pankreaskarzinom
keine bedeutsame Modifikation der mMRNA-Expression nach vorheriger

Daunorubicin-Exposition (siehe Abbildung 17).

Abbildung 17: m-RNA-Expression der
mRNA-Expression der Aldehyd Reduktase im
Aldehyde Reduktase (EPP85-181)

sensitiven
Pankreaskarzinom (EPP85-181).
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ohne DRC 0,001 0,01 0,1 1

- o ) Abkurzungen: DRC = Daunorubicin
Daunorubicin-Konzentration im Kulturmedium [ug/ml]

Auch die Aldose Reduktase anderte ihre mRNA-Expression nur unwesentlich
(siehe Abbildung 18). Nach einem leichtem Rickgang bei der niedrigsten
Daunorubicin-Konzentration, pendelte sich die mRNA-Expression bei 110-

120 % des Ausgangswertes ein.

mRNA-Expression der Abbildung 18: m-RNA-Expression der
Aldose Reduktase (EPP85-181) Aldose  Reduktase im  sensitiven

140 Pankreaskarzinom (EPP85-181).
T 120 —— Die Zellen wurden Uber 72 Stunden mit
§ 100 o unterschiedlichen Daunorubicin-
g 80 4 L Konzentrationen im  Kulturmedium
g 60 4 inkubiert. Die mRNA-Expression ohne
c:i 0 1 DRC wurde gleich 100 % gesetzt. Alle
g . anderen Werte wurden prozentual auf
. diesen Wert bezogen Anzahl der

ohne DRC 0,001 0,01 0,1 1 Bestimmungen n=2-4. p<0,05.

Daunorubicin-Konzentration im Kulturmedium [pg/ml] Akarzungen: DRC = Daunorubicin

Wie die Aldehyd Reduktase und die Aldose Reduktase zeigte die zu letzt
getestete Dihydrodiol Dehydrogenase keine erhebliche Induktion der mRNA-
Expression (siehe Abbildung 19).

Y



Ergebnisse

Abbildung 19: m-RNA-Expression der

mRNA-Expression der Dihydrodiol Dehydrogenase im sen-
Dihydrodiol Dehydrogenase (EPP85-181) sitiven Pankreaskarzinom (EPP85-181)

120

* T Die Zellen wurden Uber 72 Stunden mit
100 - L unterschiedlichen Daunorubicin-
80 - Konzentrationen im  Kulturmedium

inkubiert. Die mRNA-Expression ohne
DRC wurde gleich 100 % gesetzt. Alle

60 —

40—

relative mRNA-Expression [%]

i anderen Werte wurden prozentual auf

20 +— e diesen Wert bezogen Anzahl der
o ‘ ‘ ‘ ‘ Bestimmungen n=24. *:p<0,05.
ohne DRC 0,001 0,01 0.1 1 Abklrzungen: DRC = Daunorubicin

Daunorubicin-Konzentration im Kulturmedium [ug/ml]

Der starke Ruckgang der mRNA-Expression bei einer Daunorubicin-
Konzentration von 1 yg/ml auf 40 % des Ausgangswertes deutet darauf hin,
dass die Tumorzellen bei hohen Daunorubicin-Konzentrationen keinen Nutzen

mehr von diesem Enzym haben und deswegen die Expression runterregeln.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass das sensitive
Pankreaskarzinom auf eine Exposition mit Daunorubicin mit einer Induktion der
Carbonyl Reduktase antwortete. Selbst bei hdochster Daunorubicin-
Konzentration lag die Menge an gebildeter mRNA Uber dem Ausgangswert. Die
anderen drei Reduktasen zeigten keine Induktion und scheinen an der

erworbenen Resistenz gegenluber Daunorubicin nicht beteiligt zu sein.

4.2.2.3 Resistente Pankreaskarzinom-Zelllinie (EPP85-
181RDB)

Die mRNA-Expression der Carbonyl Reduktase des resistenten Abkémmlings
zeigte im Vergleich zur sensitiven Ausgangs-Zelllinie eine identische Steigerung
auf das 1,6fache der Ausgangswertes (siehe Abbildung 20). Doch lag das
Maximum der mRNA-Expression nicht bei 0,1 pg/ml, sondern erst bei der
hdochsten Daunorubicin-Konzentration von 1 pupg/ml.  Bei niedrigeren
Konzentrationen wurde die mRNA-Expression der Carbonyl Reduktase
erniedrigt. Beide Beobachtungen weisen darauf hin, dass diese Reduktase wohl
erst bei sehr hohen Daunorubicin-Mengen eine Rolle in diesen Tumorzellen

spielt.
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mRNA-Expression der
Carbonyl Reduktase (EPP85-181RDB)
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Abbildung 20: m-RNA-Expression der
Carbonyl Reduktase im resistenten
Pankreaskarzinom (EPP85-181RDB).

Die Zellen wurden tber 72 Stunden mit
unterschiedlichen Daunorubicin-
Konzentrationen im  Kulturmedium
inkubiert. Die mRNA-Expression ohne
DRC wurde gleich 100 % gesetzt. Alle
anderen Werte wurden prozentual auf
diesen Wert bezogen Anzahl der
Bestimmungen n=24. *:p<0,05.

Abkurzungen: DRC = Daunorubicin

Die Aldehyd Reduktase scheint dagegen nicht am forcierten Metabolismus von

Daunorubicin in dieser Tumor-Zelllinie beteiligt zu sein, da die mMRNA-Menge

bei steigendem Daunorubicin-Zusatz stetig abnimmt (siehe Abbildung 21). Bei

einer Daunorubicin-Konzentration von 1 ug/ml betrug die mRNA-Expression

weniger als 40 % des Ausgangswertes.

mRNA-Expression der

Aldehyde Reduktase (EPP85-181RDB)
120

100 ( }

80

60

1.

40 1

relative mRNA-Expression [%]

20

ohne DRC 0,001 0,01 0,1 1
Daunorubicin-Konzentration im Kulturmedium [ug/ml]

Abbildung 21: m-RNA-Expression der
Aldehyd Reduktase im resistenten
Pankreaskarzinom (EPP85-181RDB).

Die Zellen wurden uber 72 Stunden mit
unterschiedlichen Daunorubicin-
Konzentrationen im  Kulturmedium
inkubiert. Die mRNA-Expression ohne
DRC wurde gleich 100 % gesetzt. Alle
anderen Werte wurden prozentual auf
diesen Wert bezogen Anzahl der
Bestimmungen n=2-4. *:p<0,05.

Abklrzungen: DRC=  Daunorubicin

Auch bei der Aldose Reduktase konnte keine Steigerung der mRNA-Expression

(siehe Abbildung 22) nachgewiesen werden. Bei samtlichen Daunorubicin-

Konzentrationen blieb die mRNA-Expression genauso hoch wie bei dem

Ausgangswert. Einen Ruckgang der mRNA-Menge wie bei der Aldehyd

Reduktase lief3 sich hier jedoch nicht beobachten.
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Abbildung 22: m-RNA-Expression der
mRNA-Expression der 9 P

Aldose Reduktase (EPP85-181RDB) Aldose Reduktase im resistenten
120 Pankreaskarzinom (EPP85-181RDB).
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Die zweite Reduktase, die neben der Carbonyl Reduktase in der resistenten
Pankreaskarzinom-Zelllinie starker induziert wurde, war die Dihydrodiol
Dehydrogenase. Sie anderte ihre mRNA-Expression auf das 1,3fache des
Startwertes, wenn dem Kulturmedium 0,001 pg/ml Daunorubicin zugefugt
wurden (siehe Abbildung 23). Bei hdheren Konzentrationen schienen die
Tumorzellen aber keinen Nutzen mehr von dieser Reduktase zu haben, da die
mRNA-Menge stetig abnahm. Bei 1 ug/ml Daunorubicin betrug die mRNA-

Expression nur noch 48 %.

mRNA-Expression der

Dihydrodiol Dehydrogenase (EPP85-181RDB) Abbildung 23: m-RNA-Expression der

140 Dihydrodiol Dehydrogenase im
resistenten Pankreaskarzinom (EPP85-

20 181RDB).
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Abkirzungen: DRC = Daunorubicin

Zusammenfassend kann man fur das resistente Pankreaskarzinom feststellen,
dass sowohl die Carbonyl Reduktase als auch die Dihydrodiol Dehydrogenase
auf mMRNA-Ebene induziert werden. Die Dihydrodiol Dehydrogenase scheint bei

niedrigen, die Carbonyl Reduktase bei hohen Daunorubicin-Konzentrationen
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eine bemerkenswerte Rolle im forcierten Metabolismus von Daunorubicin zu
spielen. Die Aldehyd Reduktase und die Aldose Reduktase hingegen sind wohl

nicht an einer erworbenen Resistenz gegenltber Daunorubicin beteiligt.

4.2.3 Langzeit-Inkubation mit Daunorubicin

In dieser Versuchsreihe wurden sensitive Magenkarzinom-Zellen nicht wie
bisher Uber 72 Stunden sondern Uber mehrere Monate mit subletalen,
ansteigenden Daunorubicin-Konzentrationen im Kulturmedium inkubiert.
Gleichzeitig wurde durch Verapamil das Glykoprotein P-170 blockiert, um zu
verhindern, dass die Zellen mit diesem Resistenzmechanismus auf die
Exposition mit Daunorubicin antworten. So entstand der Daunorubicin-

resistente Abkdmmling der sensitiven Ausgangs-Zelllinie.

Nach diesem Zeitraum wurde die mRNA-Expression der Daunorubicin-
Reduktasen in der unbehandelten, sensitiven Magenkarzinom-Zelllinie
(EPG257) mit der nun Daunorubicin-resistenten Zelllinie (EPG257-RES)

verglichen.

4.2.3.1 Sensitive und resistente Magenkarzinom-Zelllinie
(EPG257 und EPG257-RES)

Die mRNA-Expression der Aldehyd Reduktase nahm in den resistenten Zellen
nach mehreren Monaten ab (siehe Abbildung 24). Sie reduzierte sich auf 86 %
des Wertes der sensitiven Zellen. Die mRNA-Menge der Dihydrodiol
Dehydrogenase und der Aldose Reduktase hingegen wurde um 1,2fach leicht
gesteigert. Jedoch die starkste Steigerung der mRNA-Expression zeigte die
Carbonyl Reduktase. Nach mehrmonatiger Daunorubicin-Exposition stieg sie

auf das 1,6fache der sensitiven Ausgangszellen.

In diesen Versuchen zeigte sich, dass die Carbonyl Reduktase auch bei einer
langeren Exposition mit dem Zytostatikum Daunorubicin den wohl gréften
Anteil am forcierten Metabolismus von Daunorubicin zu Daunorubicinol besitzt.

Die Aldehyd Reduktase scheint, wie in den schon betrachteten Zelllinien, keine
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Rolle bei der Induktion der Carbonyl-Reduktion zu spielen. Die Dihydrodiol
Dehydrogenase und die Aldose Reduktase steigerten ihre mRNA-Expression
nur unwesentlich, so dass eine Beteiligung an der erworbenen Resistenz

gegenuber Daunorubicin eher unwahrscheinlich ist.

Abbildung 24: m-RNA-Expression der

mRNA-Expression der Daunorubicin- Daunorubicin-Reduktasen im sensitiven
Reduktasen (EPG257 und EPG257-RES) (EPG257) und resistenten
180 T * Magenkarzinom (EPG257-RES).
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4.3 mRNA-Expression von MDR;, MRP und LRP

Der haufigste Grund einer Zytostatikaresistenz gegentber Anthrazyklinen ist die
Uberexpression des Glykoproteins P-170. Dieses Produkt des MDR;-Gens
transportiert unter anderem Daunorubicin aus der Tumorzelle und vermindert

dadurch die intrazellular-vermittelte toxische Wirkung.

Neben diesem Mechanismus wurde in vielen resistenten Tumorzellen, die keine
MDR;-vermittelte Resistenz zeigten, eine Amplifikation und Uberexpression des
MRP- oder LRP-Gens nachgewiesen. Das Produkt und die Funktion des MRP-
Gens ist dem Glykoprotein P-170 sehr ahnlich. Es pumpt Konjugate von
lipophilen Substanzen unter ATP-Verbrauch aus der Zelle oder in Vesikel. Die
Resistenzvermittlung des LRP ist zur Zeit noch unklar, aber ein kausaler

Zusammenhang mit Zytostatikaresistenz in Tumorzellen ist bewiesen.

Diese drei ,klassischen“ Resistenzmechanismen sind in der Literatur vielfach

beschrieben und bei der Resistenzbildung in Tumorzellen sehr oft beteiligt. Um
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nun die Bedeutung der Uberexpression von Daunorubicin-Reduktasen und der
dadurch vermittelten Resistenz gegenltber Daunorubicin einzuschatzen, wurde
vergleichend die mRNA-Expression von MDR{, MRP und LRP mittels RT-PCR
in den drei Tumor-Zelllinien (MeWo, EPP85-181 und EPP85-181RDB)

gemessen.

4.3.1 Vergleich der Grund-Expression von MDR;, MRP und
LRP

In den folgenden Versuchen wurde die Grund-Expression, wie auch schon bei
den Daunorubicin-Reduktasen (siehe 4.2.1), von MDR4, MRP und LRP in den

drei Tumor-Zelllinien bestimmt.

Von jeder Zelllinie wurde die gleiche Menge an Gesamt-RNA eingesetzt, die
RT-PCR-Amplifikate mit Hilfe der Image Master VDS Software® (siehe auch

3.4) ausgewertet und die Expression miteinander verglichen.

Die Grund-Expression des MDR;-Gens war in dem Malignen Melanom am
héchsten (siehe Abbildung 25). Sie lag um 1,4fach hdher als in dem sensitiven
Pankreaskarzinom. Der resistente Abkommling der Pankreas-Zelllinie
exprimierte das MDR;-Gen im Vergleich zur sensitiven Zelllinie nur leicht
verstarkt (1,2fach) und im Vergleich zum Malignen Melanom um 1,2fach

erniedrigt.
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Vergleich der Grund-Expression des

MDR1-Gens
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Abbildung 25: Vergleich der Grund-
Expression des MDR;-Gens.
Die Zellen hatten noch keinen Kontakt
mit Daunorubicin. Die Grund-
Expression gibt die Menge der mRNA
an, die von der Zelle per se exprimiert
wird. Anzahl der Bestimmungen n = 2-

4. Abkurzungen: MeWo = Malignes

Melanom; EPP85-181 = sensitives
Pankreaskarzinom; EPP85-181RDB =
resistentes Pankreaskarzinom

Die Grund-Expression des MRP-Gens hingegen war in dem Malignen Melanom

am niedrigsten (siehe Abbildung 26). Sie war um 2fach niedriger als in der

sensitiven und resistenten Pankreaskarzinom-Zelllinie, in denen die MRP-

Expression annahernd gleich war.
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Abbildung 26: Vergleich der Grund-
Expression des MRP-Gens.
Die Zellen hatten noch keinen Kontakt
mit Daunorubicin. Die Grund-
Expression gibt die Menge der mRNA
an, die von der Zelle per se exprimiert
wird. Anzahl der Bestimmungen n = 2-

4. Abkurzungen: MeWo = Malignes

Melanom; EPP85-181 = sensitives
Pankreaskarzinom; EPP85-181RDB =
resistentes Pankreaskarzinom

Das LRP-Gen wurde in dem Malignen Melanom Uberhaupt nicht exprimiert

(siehe Abbildung 27). Die starkste Grund-Expression zeigte hier die resistente

Pankreaskarzinom-Zelllinie. Im Vergleich zu den sensitiven Zellen exprimierte

sie das LRP-Gen um den Faktor 1,2 unwesentlich erhoht.
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Vergleich der Grund-Expression des
g P Abbildung 27: Vergleich der Grund-

LRP-Gens
90000 Expression des LRP-Gens.
80000 Die Zellen hatten noch keinen Kontakt
70000 mit  Daunorubicin.  Die  Grund-
© 60000 - Expression gibt die Menge der mRNA
g 50000 an, die von der Zelle per se exprimiert
é 40000 wird. Anzahl der Bestimmungen n = 2-
5 30000 4. Abklrzungen:  MeWo = Malignes
20000 - Melanom; EPP85-181 = sensitives
10000 + . Pankreaskarzinom; EPP85-
0 ‘ ‘ 181RDB = resistentes
MeWo EPP85-181 EPP85-181RDB

Pankreaskarzinom

Zusammenfassend kann man feststellen, dass in den Dbeiden
Pankreaskarzinom-Zelllinien die Grund-Expression der drei klassischen
Resistenz-Mechanismen MDR1, MRP und LRP nahezu gleich ist. Der resistente
Abkommling muss dennoch Uber weitere Resistenz-Faktoren verfugen, die ihn
von den sensitiven Zellen unterscheiden. Im Vergleich der drei Zelllinien
exprimierte das Maligne Melanom das MDR-Gen am starksten. Das MRP-Gen
hingegen zeigte nur eine geringe Grund-Expression und das LRP-Gen wurde
uberhaupt nicht exprimiert. Anhand dieser drei Mechanismen Iasst sich zeigen,
dass jede Tumorart eine andere Art findet, um sich gegen die Toxizitat der

Zytostatika zu wehren.

4.3.2 mRNA-Expression von MDR;, MRP und LRP nach

simulierter Chemotherapie in vitro

4.3.2.1 Malignes Melanom (MeWo)

Nach simulierter Chemotherapie zeigte die mMRNA-Expression des MDR;-Gens
schon bei geringer Daunorubicin-Konzentration (0,1 ug/ml) eine beachtliche
Steigerung um das 1,4fache (siehe Abbildung 28). Hbéhere Daunorubicin-
Mengen steigerten die mRNA-Expression nur noch unwesentlich. Bei 1 ug/ml

lag sie bei 150 % des Wertes ohne Daunorubicin-Zusatz.
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mRNA-Expression des

MDR1-Gens (MeWo) Abbildung 28: m-RNA-Expression des

MDR-Gens im Malignen Melanom
(MeWo).
Die Zellen wurden Gber 72 Stunden mit
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Diese Beobachtungen weisen darauf hin, dass diese Tumorzellen das

Glykoprotein P-170 zur Abwehr gegen Daunorubicin verwenden. Schon bei

niedrigen Daunorubicin-Mengen sehen sich die Zellen dazu veranlasst, die

MmRNA-Menge des MDR-Gens zu steigern, um sich so vor dem Zytostatikum

zu schutzen.

Die Menge des MRP-Gens wurde im Gegensatz zum MDR;-Gen bei niedrigem
Daunorubicin-Zusatz stark vermindert (siehe Abbildung 29). Bei einer
Konzentration von 0,25 pug/ml betrug die mRNA-Expression nur noch 40 % des
Ausgangswertes. Bei hoheren Daunorubicin-Mengen stieg die mMRNA-
Expression jedoch an. Bei hochster Konzentration (1 ug/ml) betrug sie das

1,9fache des Wertes ohne Daunorubicin-Zusatz.

mRNA-Expression des

MRP-Gens (MeWo) Abbildung 29: m-RNA-Expression des
240 * MRP-Gens im Malignen Melanom
2201 (MeWo).

Die Zellen wurden Uber 72 Stunden mit

60 - unterschiedlichen Daunorubicin-

140 Konzentrationen im Kulturmedium

inkubiert. Die mMRNA-Expression ohne
DRC wurde gleich 100 % gesetzt. Alle

60 - anderen Werte wurden prozentual auf

relative mRNA-Expression [%]
)
o

40 +— — diesen Wert bezogen Anzahl der

Bestimmungen n = 2-4. *:p<0,05.

ohne DRC 0,1 0,25 05 1 Abkurzungen: DRC = Daunorubicin
Daunorubicin-Konzentration im Kulturmedium [ug/ml]
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Die Funktion des MRP als Resistenzmechanismus scheint im Malignen
Melanom erst bei hohen Daunorubicin-Konzentrationen eine Rolle zu spielen.
Es ist anzunehmen, dass bei niedrigen Konzentrationen andere Mechanismen

die Zellen vor Zytostatika-Toxizitat schutzen.

Die mRNA-Expression des LRP-Gens konnte in dem Malignen Melanom trotz
sensitiver RT-PCR nicht nachgewiesen werden. Eine Beteiligung des LRP an
der Resistenz gegenlber Daunorubicin ist demnach so gut wie

ausgeschlossen.

4.3.2.2 Sensitives Pankreaskarzinom (EPP85-181)

Das sensitive Pankreaskarzinom antwortete nach einer 72stindigen Inkubation
mit Daunorubicin mit einer fast 4fachen Steigerung der mRNA-Expression des
MDR-Gens. Diese ausgepragte Steigerung konnte man bei der hochsten
Daunorubicin-Konzentration von 1 pg/ml beobachten (siehe Abbildung 30).
Schon bei einem Zusatz von 0,1 pyg/ml wurde die mRNA-Expression auf das
2,7fache erhoht. Bei niedrigeren Daunorubicin-Mengen zeigten die Tumorzellen

keine Veranderung der MDR4-Expression.

mRNA-Expression des Abbildung 30: m-RNA-Expression
MDR1-Gens (EPP85-181) des MDR+Gens im  sensitiven
Pankreaskarzinom (EPP85-181).
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Diese Beobachtungen legen die Vermutung nahe, dass die Uberexpression des
MDR:-Gens ein  wichtiger = Resistenzmechanismus im  sensitiven

Pankreaskarzinom ist.
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Auch die mRNA-Expression des MRP-Gens wurde bei niedrigen Daunorubicin-
Konzentrationen (0,001 und 0,01 pg/ml) nicht gesteigert (siehe Abbildung 31).
Das Maximum der Induktion lag hier bei 1,7fach bei einer Konzentration von 0,1
pg/ml. Wurde dem Kulturmedium 1 ug/ml Daunorubicin hinzugefiigt, nahm die
MRNA-Expression nach 72 Stunden auf 40 % des Ausgangswertes ab. Die
hdchste Daunorubicin-Konzentration schadigt die Zellen wohl so stark, dass sie
nicht mehr in der Lage sind, die Expression des MRP-Gens aufrecht zu halten.
Andere Faktoren scheinen bei dieser Konzentration eine wichtigere Rolle zu

spielen.

mRNA-Expression des Abbildung 31: m-RNA-Expression des
MRP-Gens (EPP85-181) MRP-Gens im sensitiven
fgg . Pankreaskarzinom (EPP85-181).
160 | - Die Zellen wurden uber 72 Stunden mit
140 unterschiedlichen Daunorubicin-
1207 . I Konzentrationen im  Kulturmedium

inkubiert. Die mRNA-Expression ohne
DRC wurde gleich 100 % gesetzt. Alle
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Abkurzungen: DRC = Daunorubicin

Auch das ,lung-resistance-related protein® (LRP) wurde in dem sensitiven
Pankreaskarzinom exprimiert. Doch eine Steigerung der mRNA-Expression
konnte nach Daunorubicin-Inkubation nicht nachgewiesen werden

(siehe Abbildung 32). Fur eine Resistenzentstehung wahrend einer
Daunorubicin-Chemotherapie ist das LRP in diesen Tumorzellen vermutlich

nicht beteiligt.
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mRNA-Expression des Abbildung 32: m-RNA-Expression des
LRP-Gens (EPP85-181) LRP-Gens im sensitiven
120 Pankreaskarzinom (EPP85-181).
& 100 4 [ Die Zellen wurden Uber 72 Stunden mit
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é 21 | | anderen Werte wurden prozentual auf
diesen Wert bezogen Anzahl der
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. . . . ) _ .
ohne DRC 0,001 0,01 0.1 1 Bestimmungen n=2-4. :p<0,05.

Daunorubicin-Konzentration im Kulturmedium [ug/ml] Abkurzungen; DRC = Daunorubicin

4.3.2.3 Resistentes Pankreaskarzinom (EPP85-181RDB)

Die MDRs-Expression wurde, wie in der sensitiven Zelllinie, bei niedrigen
Daunorubicin-Konzentrationen nicht verandert (siehe Abbildung 33). Bei der
hdchsten Konzentration (1 pg/ml) zeigte der resistente Abkdmmling eine

Induktion um das 2fache des Ausgangswertes.

mRNA-Expression des Abbildung 33: m-RNA-Expression des
MDR1-Gens (EPP85-181RDB) MDR;-Gens im resistenten

223 T * Pankreaskarzinom (EPP85-181RDB).
= 180 [ Die Zellen wurden Uber 72 Stunden mit
g 160 — unterschiedlichen Daunorubicin-
%122 : Konzentrationen im  Kulturmedium
%10& ’ . I inkubiert. Die mRNA-Expression ohne
g Zg DRC wurde gleich 100 % gesetzt. Alle
g 40 4 anderen Werte wurden prozentual auf
22 1 diesen Wert bezogen Anzahl der

ohne DRC 0,001 0,01 0,1 1 Bestimmungen n=2-4.  *:p<0,05.

Daunorubicin-Konzentration im Kulturmedium [ug/ml] Akarzungen' DRC = Daunorubicin

In diesen Tumorzellen ist das MDRGen an einer Resistenzentstehung
vermutlich erst bei sehr hohen Daunorubicin-Konzentrationen beteiligt. Bei
niedrigen Konzentrationen missen andere Resistenzfaktoren die Zellen vor

dem Zytostatikum schutzen.
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Einer dieser Resistenzmechanismen, der bei niedrigen Daunorubicin-
Konzentrationen denkbar ware, koénnte das ,multidrug-resistance-related
protein® (MRP) sein. Bei einer Konzentration von 0,001 ug/ml zeigte es in
diesen Zellen eine Induktion um das 2fache des Ausgangswertes (siehe
Abbildung 34). Wurde die Daunorubicin-Menge im Kulturmedium erhdéht, so
sank die mRNA-Expression wieder auf den Level des Wertes ohne

Daunorubicin-Zusatz.

mRNA-Expression des

MRP-Gens (EPP85-181RDB) Abbildung 34: m-RNA-Expression
240 des MRP-Gens im resistenten Pan-
220 ? kreaskarzinom (EPP85-181RDB).
03?:2: Die Zellen wurden iiber 72 Stunden
5 160 1 mit unterschiedlichen Daunorubicin-
2140 Konzentrationen im  Kulturmedium
g 120 7 L - inkubiert. Die mMRNA-Expression ohne
E 12‘;: [ DRC wurde gleich 100 % gesetzt. Alle
§ 60 1| | anderen Werte wurden prozentual auf
i 40 diesen Wert bezogen Anzahl der
20 Bestimmungen n=2-4. *:p<0,05.
0 e DRC 0001 ‘ 001 ‘ o1 ‘ ] Abkiirzungen: DRC = Daunorubicin

Daunorubicin-Konzentration im Kulturmedium [ug/ml]

Es scheint so, als sei in den resistenten Pankreaskarzinom-Zellen das MRP ein
wichtiger Resistenzmechanismus bei niedriger Daunorubicin-Menge und eher

von untergeordneter Bedeutung bei hohen Daunorubicin-Zusatz.

Wie schon in den sensitiven Pankreaskarzinom-Zellen wurde das LRP auch in
dem resistenten Abkommling exprimiert. Doch im Unterschied zu den sensitiven
Zellen unterliegt das LRP in dem resistenten Abkommling einer leichten
Induktion, wenn Daunorubicin dem Kulturmedium hinzugefugt wurde (siehe
Abbildung 35). Die starkste Induktion lag bei einer Konzentration von 0,1 und 1
pg/ml. Dort stieg die mRNA-Expression je um das 1,3fache das
Ausgangswertes.
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mRNA-Expression des
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5 DISKUSSION

Die Zytostatikaresistenz maligner Tumoren ist als klinisches Hauptproblem der
zytostatischen Chemotherapie anzusehen. Selbst bei primar gegen die
Chemotherapie empfindlichen Tumoren kann es im Verlauf der Behandlung zu
einer Resistenzentwicklung kommen, welche die Durchfihrung einer kurativen

Therapie unmaoglich werden Iasst.

Das Ziel dieser Arbeit war es, durch weitere Untersuchungen des zytosolischen
Daunorubicin-Metabolismus, Expressionsmessungen der madglichen
Daunorubicin-Reduktasen und Klarung der Beteiligung ,klassischer®
Resistenzmechanismen an der Daunorubicin-Resistenz einen Beitrag zur

Ldsung dieses Problems zu leisten.

5.1 Zytosolischer Daunorubicin-Metabolismus

Maligne Tumorzellen bedienen sich vielfaltiger Resistenzmechanismen, die eine
erfolgreiche Chemotherapie verhindern kdénnen. Neben der Uberexpression von
Transportproteinen wie Glykoprotein P-170 oder MRP existieren eine Reihe
weiterer  Resistenzmechanismen. Eine  Mdoglichkeit besteht in  der
Uberexpression von detoxifizierenden Enzyme, die an der Entgiftung der
Zytostatika beteiligt sind (Dietel und Seidel, 1990; Deffie et al., 1988; Gessner
et al., 1990; Volm et al., 1992).

Ob es sich bei der Reduktion des Anthrazyklins Daunorubicin zum
korrespondierenden Alkohol Daunorubicinol um eine Toxifizierungs- oder
Detoxifizierungsreaktion handelt, wurde in der Literatur kontrovers diskutiert.
Zunachst war man der Auffassung, dass die Reduktion eine Verstarkung der
toxischen Wirkung darstellte (Felsted und Bachur, 1982; Gola, 1979; Greene et
al., 1972; Cusack et al., 1993). Aufgrund neuerer Daten geht man heute jedoch
allgemein davon aus, dass es sich eindeutig um eine Detoxifizierung handelt
(Gonzalez et al., 1995; Kuffel et al., 1992; Schott und Robert, 1989)

In dieser Arbeit wurde die Untersuchung des Daunorubicin-Metabolismus in den

verschiedenen Tumorzellen auf die zytosolische Fraktion beschrankt. Grund
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dieser Einschrankung waren die Untersuchungen von Bachur und Gee (1971),
die in Rattengewebe zeigten, dass der Metabolismus von Daunorubicin fast
ausschlieRlich im Zytosol stattfindet. Auch eine Reihe anderer Arbeitsgruppen
bestatigten diese Untersuchungen (Loveless et al.,1978; Felsted und Bachur,
1982; Maser, 1995; Soldan et al., 1996)

Der zytosolische Metabolismus von Daunorubicin zum 13-Hydroxy-Metaboliten
Daunorubicinol  konnte in allen drei untersuchten Tumor-Zelllinien
nachgewiesen werden. Daunorubicinol war in allen Zelllinien der einzig
nachweisbare Metabolit. Andere mogliche Metabolite, wie z.B. die Aglykone von

Daunorubicin oder Daunorubicinol (siehe 1.3.3), wurden nicht nachgewiesen.

Vergleicht man den Daunorubicin-Metabolismus der drei untersuchten Zelllinien
ohne vorherigen Daunorubicin-Kontakt, zeigte sich, dass das Maligne Melanom
und das Ovarialkarzinom fast identische Werte besitzen. Auch die maximale
Daunorubicin-Konzentration, die Uber 72 Stunden toleriert wurde, war in beiden
Zelllinien gleich. Doch unterschieden sich beide Zelllinien hinsichtlich ihrer
Moglichkeit, Daunorubicin-Reduktasen nach Kontakt mit Daunorubicin zu

exprimieren.

Das Maligne Melanom verdoppelt die Daunorubicin-Reduktion bei hdheren
Zytostatika-Konzentrationen. Dies ist ein Hinweis darauf, dass diese
Tumorzellen die Induktion von Daunorubicin-Reduktasen als eine wichtige

Detoxifikationsmdglichkeit nutzen.

FUr die Ovarialkarzinom-Zellen scheint der Daunorubicin-Metabolismus nicht
besonders wichtig hinsichtlich des Schutzes vor diesem Zytostatikum zu sein,
denn die Daunorubicin-Reduktion erhéhte sich nur leicht (1,3fach) und war bei

hoheren Daunorubicin-Konzentrationen unterhalb des Ausgangswertes.

Das Mammakarzinom besal® eine Grundaktivitat, die bei der Halfte der beiden
anderen untersuchten Tumor-Zelllinien lag. Sie war identisch mit den
Ergebnissen von Soldan et al. (1996), der den Daunorubicin-Metabolismus in

sensitiven und resistenten Pankreaskarzinom-Zellen untersuchte. Ausgehend
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von diesen ahnlichen Grundaktivitaten, konnte man eventuell auch eine
vergleichbare Steigerung des Daunorubicin-Metabolismus erwarten. Doch
konnte im Gegensatz zu den Pankreaskarzinom-Zellen nur eine mallige
Induktion um das 1,4fache beobachtet werden. Auch in der Mammakarzinom-
Zelllinie scheinen andere, fur diese Zellart wichtigere Resistenzmechanismen
zu existieren. Auffallig war namlich die groBe Uberlebensfahigkeit der Zellen.
Auch bei sehr hohen Daunorubicin-Konzentrationen konnten die Zellen
uberleben, obwohl bei diesen Konzentratoinen ein Rickgang der Daunorubicin-
Reduktion zu beobachten war. Diese Ergebnisse sprechen fur sehr potente

Resistenzmechanismen in diesen Tumorzellen.

AbschlieBend kann man sagen, dass die Hohe der Grundaktivitat keinen
Hinweis darauf gibt, ob sich der Daunorubicin-Metabolismus in Tumorzellen
durch Daunorubicin-Inkubation noch steigern lasst. Das Maligne Melanom, das
schon per se eine relativ hohe Aktivitat zeigte, konnte diese nochmals um das
Doppelte nach Daunorubicin-Kontakt steigern. Das Ovarialkarzinom hingegen
bietet bei gleicher Grundaktivitdt keine wesentliche Steigerung der
Daunorubicin-Reduktion. Und auch das Mammakarzinom steigert den
Daunorubicin-Metabolismus nach simulierter Chemotherapie nur minimal,
obwohl hier die Grundaktivitat im Vergleich zu den beiden anderen relativ gering

war.

Weiterhin lasst sich feststellen, dass der Metabolismus von Daunorubicin
ubiquitar in vielen verschiedenen Tumorzellen stattfindet. Auch eine Induktion -
in manchen Zellen zwar nur sehr gering - konnte in allen bisher untersuchten
Zelllinien gefunden werden. Doch lasst sich kein gemeinsames,

allgemeingultiges Phanomen beobachten.

5.2 mRNA-Expression der Daunorubicin-Reduktasen

In der Literatur sind mehrere Reduktasen beschrieben, die Daunorubicin zum
13-Hydroxy-Metaboliten Daunorubicinol reduzieren konnen. Hierzu zahlen die
Carbonyl Reduktase (EC 1.1.1.184) aus der Superfamilie der kurzkettigen
Dehydrogenasen/Reduktasen (Feldstedt und Bachur, 1980), die Aldehyd

74



Diskussion

Reduktase (EC 1.1.1.2), das Isoenzym 2 der Dihydrodiol Dehydrogenase (EC
1.3.1.20) und eventuell auch die Aldose Reduktase (EC 1.1.1.21), alle drei aus
der Superfamilie der Aldo-Keto-Reduktasen (Ohara et al., 1995).

Die Hauptaufgabe dieser Arbeit war es nun, herauszufinden, welche der
bekannten Daunorubicin-Reduktasen tatsachlich am Metabolismus von
Daunorubicin in den Tumorzellen verantwortlich sind. Geeignet fur diese
Untersuchungen erschienen hier solche Tumorzellen, die schon auf
enzymatischer Ebene eine Steigerung der Daunorubicin-Reduktion zeigten. In
diesen Zellen ist davon auszugehen, dass auch die mRNA-Mengen der
jeweiligen Reduktasen ansteigen und so der Messung mittels RT-PCR

zuganglich sind.

In den untersuchten Tumor-Zelllinien kam deswegen das Maligne Melanom
(MeWo) in Frage, da es eine fast 2fache Steigerung der Reduktion zeigte. In
den beiden anderen Tumor-Zelllinien (EFO-21 und MCF-7) liel3 sich keine
wesentliche Steigerung nachweisen, so dass sie fur diese Versuche
ausschieden. Aus diesem Grund wurde auf Tumor-Zelllinien zurtickgegriffen,
bei denen aus friheren Untersuchungen bekannt war, dass sie nach
Daunorubicin-Kontakt eine Steigerung der Reduktion zeigten. Dies waren eine
sensitive und eine resistente Pankreaskarzinom- (Soldan et al., 1999) sowie
eine Magenkarzinom-Zelllinie (Ax et al.,, 2000). Der sensitive, unbehandelte
Pankreastumor zeigte eine Aktivitatssteigerung bis auf das 2 bis 3fache des
Ausgangswertes. Der resistente Abkommling, ein Uber Monate mit
Daunorubicin behandelter Tumor, verdoppelte, ahnlich dem Malignen Melanom,
seine Aktivitat. Bei der Magenkarzinom-Zelllinie konnte eine Steigerung der
Enzymaktivitat sogar um das 8fache erreicht werden. Hierbei wurde die Aktivitat
nicht schon nach 72 Stunden sondern erst nach mehreren Monaten gemessen.
In diesem Zeitraum wurden standig steigende, subletale Daunorubicin-
Konzentrationen und Verapamil zur Inhibition des Glykoproteins P-170 dem

Kulturmedium zugeflgt.

In ersten Versuchen sollte untersucht werden, welche der vier moglichen

Daunorubicin-Reduktasen uberhaupt in den Tumorzellen vorhanden sind.
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Hierzu wurde die Expression der vier Reduktasen gemessen, ohne dass die
Tumorzellen vorher mit Daunorubicin inkubiert wurden. Mit Ausnahme der
Dihydrodiol Dehydrogenase, die im Malignen Melanom nicht nachgewiesen
werden konnte, wurden alle getesteten Daunorubicin-Reduktasen in den
untersuchten Tumorzellen exprimiert. Dies ist auch nicht weiter erstaunlich, da
alle Reduktasen eine physiologische Funktion im Zellmetabolismus besitzen
bzw. ein breites Substratspektrum aufweisen. Warum die Dihydrodiol
Dehydrogenase im Malignen Melanom nicht exprimiert wurde, ist bis zum

jetzigen Zeitpunkt unklar.

Interessant  erschien der Vergleich der Grundexpression beider
Pankreaskarzinom-Zelllinien. Da der resistente Abkdmmling schon einmal Uber
einen langeren Zeitraum Kontakt mit Daunorubicin hatte, konnte man eventuell
erwarten, dass das Spektrum der Reduktasen verschieden zu den sensitiven
Zellen ist. Doch es zeigte sich keine vermehrte Expression einer bestimmten
Daunorubicin-Reduktase. Alle vier untersuchten Reduktasen wurden in beiden
Pankreaskarzinomen annahernd gleich exprimiert. Dies kdnnte daran liegen,
dass die Tumorzellen ihre Genexpression nur kurzfristig andern. Wenn die
resistenten Pankreaskarzinom-Zellen langer keinen Kontakt mit Daunorubicin
hatten, sehen sie keine Veranlassung, die Expression von Daunorubicin-
Reduktasen aufrecht zu erhalten. Sie haben keinen Nutzen von einer
verstarkten Expression, da das toxische Zytostatikum nicht vorhanden ist und
so eine Zellschadigung bewirken konnte. Daher war es wichtig, die Expression

der Reduktasen nach simulierter Chemotherapie erneut zu untersuchen.

Aber auch nach simulierter Chemotherapie waren die Anderungen der
Expression der Daunorubicin-Reduktasen in der sensitiven und resistenten
Pankreaskarzinom-Zelllinie vergleichbar. Die einzige Reduktase, die eine
deutliche Steigerung in beiden Zelllinien zeigte, war die Carbonyl Reduktase.
So konnte sowohl in der sensitiven als auch in der resistenten Zelllinie eine
Steigerung um das 1,6fache gemessen werden. Diese Steigerung der
Expression der Carbonyl Reduktase scheint somit in diesen beiden Tumorzellen

ein wichtiger Mechanismus zum Schutze gegen Daunorubicin zu sein.
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Dieses Resultat ist vergleichbar mit den Inhibitor-Studien von Soldan et al.
(1996). Wurde Rutin als diagnostischer Inhibitor der Carbonyl Reduktase
eingesetzt, zeigte sich sowohl in den sensitiven als auch in den resistenten

Pankreaskarzinom-Zellen die starkste Inhibition der Daunorubicin-Reduktion.

Auch in der Studie von Ohara et al. (1995), in der aufgereinigte Carbonyl
Reduktase, Aldehyd Reduktase und Dihydrodiol Dehydrogenase mit
Daunorubicin inkubiert wurden, besal} die Carbonyl Reduktase die bei weitem
starkste reduktive Aktivitat. Die Aldehyd Reduktase und die Dihydrodiol
Dehydrogenase wiesen dagegen niedrigere Aktivitaten auf, die etwa 10-20

Prozent der Carbonyl Reduktase-Akivitat entsprachen.

Weiterhin stehen die hier dargestellten Ergebnisse im Einklang mit denen von
Gonzalez et al. (1995), die durch Uberexpression einer klonierten Carbonyl
Reduktase die Daunorubicin-Toxizitat in einer Leukamie-Zelllinie um das 2- bis

3-fache reduzieren konnten.

Aulerdem konnte nach Transfektion der Carbonyl Reduktase, der Aldose
Reduktase und der Aldehyd Reduktase in eine Pankreaskarzinom-Zelllinie
(Soldan et al., 1999) festgestellt werden, dass zwar jede der transfizierten
Reduktasen die Zellen resistenter gegenuber Daunorubicin machte, aber die

Carbonyl Reduktase den weit groften Effekt besald.

In den resistenten Pankreaskarzinom-Zellen wurde neben der Carbonyl
Reduktase eine weitere Reduktase verstarkt exprimiert. Die Dihydrodiol
Dehydrogenase zeigte eine transiente Induktion bei der niedrigsten zugesetzten
Daunorubicin-Konzentration um das 1,3fache, danach aber mit steigenden
Daunorubicin-Konzentrationen einen starken Abfall der Expression. Vermutlich
ist dieses Enzym empfindlich gegenuber hdheren Daunorubicin-

Konzentrationen.

Beim Maligne Melanom dagegen wurde keine Steigerung einer der vier
getesteten Daunorubicin-Reduktasen gesehen, obwohl auf enzymatischer

Ebene eine nahezu Verdopplung der Daunorubicin-Reduktion nach simulierter
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Chemotherapie gemessen wurde. In dem Malignen Melanom ist die
enzymatische Aktivitat der Daunorubicin-Reduktion ohne vorherigen
Daunorubicin-Kontakt im Vergleich zu den Pankreaskarzinom-Zellen doppelt so
hoch, obwohl die Grundexpression der Aldehyd Reduktase, Aldose Reduktase
und der Carbonyl Reduktase in beiden Zelllinien nahezu identisch sind. Die
Expression der Dihydrodiol Dehydrogenase konnte in diesen Zellen nicht
nachgewiesen werden. Diese Beobachtungen legen die Vermutung nahe, dass
in dem Malignen Melanom eine oder mehrere bisher unbekannte Daunorubicin-
Reduktase/n fur den forcierten Metabolismus des Zytostatikas verantwortlich
ist/sind. Dadurch kdnnte eventuell auch erklart werden, warum keine der vier
bekannten Reduktasen verstarkt exprimiert wird. Diese unbekannte/n
Daunorubicin-Reduktase/n koénnte/n in diesen Tumorzellen zugesetztes
Daunorubicin so effektiv metabolisieren, dass keine der bekannten Reduktasen

benotigt wird und so keine Expressionssteigerung stattfindet.

In der zuletzt untersuchten Magenkarzinom-Zelllinie konnte eine Steigerung von
drei Reduktasen nachgewiesen werden. Der Vergleich der Daunorubicin-
Reduktasen erfolgte bei dieser Zelllinie nicht schon nach einer Daunorubicin-
Inkubationszeit von 72 Stunden, sondern von mehreren Monaten. Die
Dihydrodiol Dehydrogenase und die Aldose Reduktase zeigten einen leichten
Expressions-Anstieg um das 1,2fache, die Carbonyl Reduktase jedoch wurde
wieder um das 1,6fache verstarkt exprimiert. Auch dieses Ergebnis unterstitzt
die oben genannte Vermutung, dass die Carbonyl Reduktase an der
erworbenen Resistenz gegenltber Daunorubicin in bestimmten Zelllinien eine

wichtige Rolle besitzt.

Abschliefend kann man sagen, dass an dem Metabolismus von Daunorubicin
wohl mehrere Reduktasen beteiligt sind. Von den bisher bekannten
Daunorubicin-Reduktasen scheint die Carbonyl Reduktase den weit grofiten
Anteil am forcierten Metabolismus zu besitzen. Die Aldehyd Reduktase, die
Aldose Reduktase und die Dihydrodiol Dehydrogenase hingegen spielen wohl
an der Resistenzentstehung gegen das Zytostatikum Daunorubicin eine

untergeordnete Rolle.
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Weiterhin zeigen die Ergebnisse des Malignen Melanom, dass es noch
mindestens eine weitere Reduktase geben muss, die die Fahigkeit besitzt,
Daunorubicin zu reduzieren. Diese Tumor-Zelllinie scheint fir weitere Studien
interessant zu sein, weil hier die Moglichkeit besteht, eine neue Daunorubicin-

Reduktase zu entdecken.

Die klinische Konsequenz aus diesen Ergebnissen ist derzeit nicht eindeutig
beurteilbar. Auf der einen Seite kdnnte man durch spezifische Inhibitoren der
Daunorubicin-reduzierenden Enzyme die antineoplastische Potenz von
Daunorubicin erhdéhen. Dadurch konnten die Dosen des Zytostatikums, die der
onkologische Patient wahrend einer Chemotherapie verabreicht bekommt,
verringert werden und so die allgemein gefirchteten Nebenwirkungen reduziert
werden. Einen weiteren positiven Effekt ergabe sich aus der Pravention der
geflrchteten Kardiomyopathie, flr die der reduktive Metabolit Daunorubicinol
verantwortlich gemacht wird (Olson et al., 1988; Boucek et al., 1987). Auf der
anderen Seite zeigen die Ergebnisse, dass der Metabolismus des
Daunorubicins nicht einheitlich von einer Reduktase bewerkstelligt wird. Es
scheint so, dass mehrere Enzyme an der Detoxifizierung von Daunorubicin
beteiligt sind. Dies erschwert naturlich den klinischen Einsatz spezifischer

Inhibitoren, da kein allgemeingultiges Therapieregime zur Verfligung steht.

5.3 Charakterisierung weiterer, ,klassischer Resistenz-
Mechanismen und Einfluss auf die Daunorubicin-
Reduktion

Um die Daunorubicin-Reduktion als mdglichen Resistenzmechanismus in den
untersuchten Zelllinien in seiner Wichtigkeit einordnen zu konnen, wurden
gleichzeitig die drei ,klassischen® Resistenzmechanismen MDR4, MRP und LRP
gemessen. Eine niedrige Expression dieser Resistenzmechanismen konnte
namlich bedeuten, dass Tumorzellen sich andere, bisher weniger untersuchte

Mechanismen zu nutze machen.
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Obwohl weder die genaue Funktion noch das physiologische Substrat fur das
Glykoprotein P-170, das Proteinprodukt des MDR;-Gens, bekannt sind, weil}
man inzwischen, dass es sich bei diesem Protein um ein membranstandiges
Transportsystem handelt, dass unter ATP-Verbrauch und gegen einen
Konzentrationsgradienten Zytostatika aus der Zelle herauspumpt und diese so
vor den zellschadigenden Eigenschaften der Chemotherapeutika schutzt (Dano,
1973; Juliano und Ling, 1976; Inaba und Sakurai, 1979).

In ersten Versuchen sollte Uberpruft werden, welche Resistenzmechanismen in
den Zellen per se exprimiert werden. Hierzu wurde die Expression von MDR;
ohne vorherigen Daunorubicin-Zusatz zum Kulturmedium gemessen. Die
Ergebnisse zeigten, dass sowohl das sensible als auch das resistente
Pankreaskarzinom eine MDR-Expression aufwiesen. Dies wurde bereits in den
Studien von Soldan et al. (1996) beschrieben. Doch anders als erwartet, konnte
kein Unterschied zwischen beiden Zelllinien festgestellt werden, wenn sie ohne
Daunorubicin-Zusatz kultiviert wurden. Auch nach simulierter Chemotherapie
entsprachen sich in etwa beide Pankreaskarzinom-Zelllinien hinsichtlich ihrer
MDR1-Expression. Dies kdonnte zum einen bedeuten, dass in dem resistenten
Abkommling weitere Resistenzmechanismen existieren, die die Zellen
widerstandsfahiger gegen Daunorubicin machen. Zum anderen kénnte in den
sensitiven Zellen durch posttranskriptionelle Modifikation die Menge an
tatsachlich produzierten Membranpumpen geringer sein als in den resistenten
Abkommlingen. Das bedeutet, dass zwar in beiden Zelllinien die gleiche Menge
an mRNA gebildet wird, aber durch posttranskriptionelle Modifikation in dem
sensitiven Karzinom weniger Protein translatiert wird. Diese These wird durch
die Ergebnisse von Dietel et al. (1990) bestarkt, der nur in dem resistenten
Abkommling immunologisch die Existenz des Glykoproteins P-170 nachweisen
konnte. Weiterhin besteht die Mdglichkeit, dass in beiden Zelllinien zwar die
gleiche Menge an Glykoprotein P-170 gebildet wird, aber in den sensitiven
Zellen ein Teil dieser Transporter funktionsuntlchtig ist und erst im Laufe der

Resistenzenstehung akiviert wird.
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Auch in der Melanom-Zelllinie konnte man eine MDR-Expression nachweisen.
Die Expression ohne vorherigen Daunorubicin-Zusatz war im Vergleich zu den
beiden Pankreaskarzinomen etwas hoher. Nach simulierter Chemotherapie
konnte schon bei niedrigen Daunorubicin-Konzentrationen eine
Expressionssteigerung des MDR;-Gens beobachtet werden. Diese Ergebnisse
weisen darauf hin, dass die Expression des MDR-Gens bzw. dessen Produkt
P-Glykoprotein P-170 ein wichtiger Schutz gegen Daunorubicin zu sein scheint.
Auch Goldstein et al. (1989) und Molinari et al. (1998) haben die Expression
des MDR;-Gen in je drei menschlichen Melanomen gefunden. Ebenso Lemontt
et al. (1988) beobachteten eine erhdhte MDR;-Gen-Expression in ,multidrug“-
resistenten Melanomzellen. Dagegen konnte in einer anderen Studie nur in 2
von 10 Melanom-Zelllinien eine MDR-Gen-Expression nachgewiesen werden
(Schadendorf et al., 1995).

Das MRP-Gen ist fern verwandt mit dem MDR;-Gen und wurde erstmals in
einer ,multidrug“-resistenten, humanen Lungenkrebs-Zelllinie nachgewiesen
(Cole et al., 1992). Es gehort wie das Glykoprotein P-170 zu der Familie der
ABC-Transportproteinen und ist mit einem breiten Substratspektrum an der
Entstehung von Resistenzen gegen Zytostatika beteiligt. In vielen resistenten
Tumor-Zelllinien, in denen keine Expressionssteigerung des MDR-Gens
nachgewiesen werden konnte, zeigten sich eine Amplifikation und
Uberexpression des MRP-Gens (Barrand et al., 1994; Schneider et al., 1994).

Uber das Vorkommen des MRP-Gen in Pankreaskarzinomen ist in der Literatur
nur wenig zu finden. In einer Studie von Nooter et al. (1995), in der die
Expression des MRP-Gens in normalen Geweben und in Tumorzellen bestimmt
wurde, konnten in normalen Pankreasgewebe niedrige Level an MRP-
Expression gefunden werden. Die in dieser Studie untersuchten
Pankreaskarzinomzellen exprimierten beide das MRP-Gen, auch ohne
vorherigen Daunorubicin-Zusatz, auf gleichem Niveau. Hier muissen die
gleichen Uberlegungen wie schon beim MDR;-Gen gemacht werden. Entweder
sind andere Resistenzmechanismen fur die erhdhte Widerstandsfahigkeit des

resistenten Abkommlings verantwortlich, oder durch posttranskriptionelle
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Modifikation bzw. durch funktionslose Transporter (siehe oben) wird bei dem
sensitiven Karzinom die Funktion des MRPs als Resistenzschutz vermindert.
Nach simulierter Chemotherapie verhalten sich die beiden Pankreaskarzinome
etwas unterschiedlich hinsichtlich der MRP-Expression. Das sensitive Karzinom
zeigt die starkste Expression erst bei hoherer Daunorubicin-Konzentration. Der
resistente Abkdmmling hingegen exprimiert das MRP-Gen schon bei niedrigen
Daunorubicin-Zusatz. Da auch schon das MDRGen in dem sensitiven
Pankreaskarzinom erst bei hohen Daunorubicin-Konzentrationen eine
Steigerung erfahrt, scheint es einen bisher unbekannten, wichtigen

Resistenzmechanismus bei niedrigeren Daunorubicin-Dosen zu geben.

Genauso wie in den beiden Pankreaskarzinom-Zelllinien konnte auch in der
Melanom-Zelllinie eine MRP-Expression gesehen werden. Im direkten Vergleich
mit den beiden Pankreaskarzinomen exprimierte das Maligne Melanom das
MRP-Gen jedoch nur halb so stark, wenn dem Kulturmedium kein Daunorubicin
zugesetzt wurde. Nach simulierter Chemotherapie konnte bei niedrigen Dosen
ein Ruckgang der MRP-Expression beobachtet werde. Bei sehr hohen
Daunorubicin-Konzentrationen hingegen wurde die Expression beachtlich
gesteigert. Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass bei niedrigem
Daunorubicin-Zusatz die alleinige Steigerung der MDR-Expression zum Schutz
ausreichend zu sein scheint. Erst bei sehr hohen Konzentrationen muss durch
MRP-Expressionssteigerung ein  weiterer  Resistenzmechanismus  die
Tumorzellen schutzen. Im Gegensatz zu Pankreaskarzinomen sind Maligne
Melanome  hinsichtlich  ihrer MRP-Expression  Gegenstand einiger
Untersuchungen gewesen. So konnte Berger et al. (1997) in allen 40
untersuchten Melanom-Zelllinien eine Expression des MRP-Gens nachweisen.
Auch in den Studien von Molinari et al. (1998) wurde in 3 von 3 Melanom-
Zelllinien und in denen von Schadendorf et al. (1995) in 4 von 10 Melanom-
Zelllinien die Expression des MRP-Gens mittels RT-PCR nachgewiesen. Diese
Ergebnisse konnten die Tatsache erklaren, warum Maligne Melanome oft mit
einer schlechten Prognose fur den Patienten verbunden sind. Sehr viele
Melanom-Zelllinien exprimieren namlich das MRP-Gen und sind so einer

zytostatischen Therapie schwer zuganglich.
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Das LRP wurde erst 1983 von Scheper et al. entdeckt und zahlt als vesikulares
Protein nicht zu den ABC-Transportern wie Glykoprotein P-170 und MRP.
Obwohl zum jetzigen Zeitpunkt sowohl die physiologische Rolle als auch die
Resistenzvermittlung unklar sind, ist ein kausaler Zusammenhang des LRP mit

Zytostatikaresistenz in Tumorzellen bewiesen.

Im Vergleich zu dem sensitiven Pankreaskarzinom konnte in dem resistenten
Abkdmmling eine etwas starkere Expression des LRP-Gens gemessen werden.
Ob diese verstarkte Expression zu der erhdhten Resistenz gegeniber
Daunorubicin beitragt, ist nicht sicher zu beurteilen, aber doch moglich. Auch
die Beobachtung, dass im sensitiven Karzinom die Expression nach simulierter
Chemotherapie abnimmt, bei dem resistenten Karzinom jedoch gesteigert wird,
spricht fur die Relevanz des LRPs flr den resistenten Abkdmmling. Wie
bedeutend die LRP-Expression fur die Zytostatika-Resistenz in
Pankreaskarzinomen ist, kann durch die wenigen Studien zur Zeit noch nicht
endgultig abgeschatzt werden. In einer Studie von lzquierdo et al. (1996)
konnte in 5 von 5 getesteten Pankreaskarzinomen eine hohe Expression des
LRP-Gens nachgewiesen werden. Weitere Studien werden hier in der Zukunft

neue Erkenntnisse bringen.

Das Maligne Melanom hingegen zeigte keine Expression des LRP-Gens. Auch
nach simulierter Chemotherapie konnte keine Expression gemessen werden.
Warum die Zellen keine Expression des LRP-Gens zeigten, ist bis zum jetzigen
Zeitpunkt unklar und steht im Gegensatz zu den Ergebnissen anderer
Forschergruppen. So konnte von Schadendorf et al. (1995) in 10 von 10
untersuchten Melanom-Zelllinien die Expression des LRP-Gens mittels RT-PCR
nachgewiesen werden. lzquierdo et al. (1996) fanden durch
immunhistochemische Methoden in 3 von 3 Melanom-Zelllinien eine Expression
des LRP-Gens. Ein methodischer Fehler ist hier durch die Verwendung von

Positiv-Kontrollen auszuschliel3en.

Zusammenfassend kann man sowohl flir das sensitive und resistente
Pankreaskarzinom als auch fur das Maligne Melanom feststellen, dass eine

Vielzahl von Resistenzmechanismen unterschiedlichster Art fir eine
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Daunorubicin-Resistenz verantwortlich sind. So konnte in allen Zelllinien eine
Expression von MDR; und MRP, sowie der Daunorubicin-Reduktasen
nachgewiesen werden. Nach simulierter Chemotherapie wurde die Expression
dieser Gene noch weiter erhéht. Nur in dem Malignen Melanom konnte keine

Expression des LRP-Gens nachgewiesen werden.

Diese Ergebnisse sind mit den schlechten Behandlungsmoglichkeiten und
Prognose dieser Karzinome in der klinischen Praxis vereinbar. Das
Vorhandensein vieler Resistenzfaktoren schon vor einer Chemotherapie
bedeutet ein schlechtes Ansprechen auf die Therapie. Werden diese aber im
Laufe der Behandlung noch verstarkt exprimiert, erscheint die Chemotherapie
der Karzinoms aussichtslos zu sein, was durch die niedrigen 5-Jahres-
Uberlebenszeiten der Patienten belegt ist. Auch die Suche nach neuen

Therapieformen wird dadurch erschwert.

Weiterhin erscheint der Vergleich der beiden Pankreaskarzinome mit dem
Malignen Melanom hinsichtlich der Daunorubicin-Reduktion und der

Jklassischen“ Resistenzmechanismen interessant.

Das Maligne Melanom zeigte namlich eine erstaunlich hohe enzymatische
Daunorubicin-Reduktion, selbst wenn es keinen Kontakt mit Daunorubicin
gehabt hatte. Aber trotz dieser hohen Ausgangswerte verdoppelt sich der
Daunorubicin-Metabolismus nach Inkubation mit Daunorubicin. Dies konnte
bedeuten, dass in diesen Tumorzellen die Daunorubicin-Reduktion ein wichtiger
Resistenzfaktor ist. Im Vergleich mit den Pankreaskarzinomen wird in den
Melanom-Zellen namlich ohne vorherige Daunorubicin-Inkubation kein LRP,
MRP stark erniedrigt und das MDR;-Gen nur etwas verstarkt exprimiert. Diese
Resistenzfaktoren erniedrigen normalerweise die intrazellulare Konzentration in
Tumorzellen. In Zelllinien, in denen nun diese klassischen Faktoren per se
niedrig exprimiert werden bzw. fehlen, wie z.B. im Malignen Melanom, missen
sich die Zellen durch andere Resistenzmechanismen vor Zytostatika schutzen.
Hier konnten bisher weniger untersuchte Faktoren, wie die Daunorubicin-

Reduktion einen potenten Schutz darstellen.
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In anderen Tumorzellen, wie z.B. in den Pankreaskarzinomen, die eine hohe
Expression aller drei klassischen Resistenzmechanismen besitzen, ist die
Reduktion des Anthrazyklins Daunorubicin nur ein Hilfsmechanismus bei
hoheren Daunorubicin-Konzentrationen. Bei diesen hohen Konzentrationen sind
MDR4, MRP und LRP eventuell so ausgelastet, dass die intrazellulare

Konzentration ansteigt und die Daunorubicin-Reduktion an Bedeutung gewinnt.

Diese Vermutungen lassen sich auch auf das Magenkarzinom uUbertragen. Bei
der Resistenzentstehung des resistenten Abkommlings spielen MDR4, MRP
und LRP keine Rolle, da sie entweder gar nicht oder nicht verstarkt exprimiert
werden. Also mussen diese Zellen einen anderen Resistenzfaktor benutzen, um
sich zu schutzen. Auch hier scheint die Carbonyl Reduktion von Daunorubicin
bedeutsam zu sein, da diese um das 6fache (Ax et al., 2000) und die
Expression von drei der vier moglichen Daunorubicin-Reduktasen erhoht wurde

(siehe Ergebnisse).

AbschlieRend lasst sich die These aufstellen, dass in Tumorzellen mit hoher
Expression der drei klassischen Resistenzmechanismen MDR4, MRP und LRP
andere Faktoren unwichtiger erscheinen und eventuell nur ,Hilfsmechanismen®
bei hohen Zytostatika-Konzentrationen sind. Bei Tumorzellen mit niedriger
Expression von MDR4, MRP und LRP sind andere Resistenzmechanismen, wie
z.B. die in dieser Arbeit untersuchten Carbonyl Reduktion bedeutender. Diese
sollten in der Zukunft weiter erforscht werden, um das weit verbreitete, klinische
Problem der Zytostatikaresistenz zu verstehen und eventuell Gberwinden zu

konnen.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Die Behandlung maligner Tumoren durch Chemotherapeutika kann zu einem
Problem werden, wenn Zellklone entstehen, die gegen die eingesetzten
Zytostatika resistent sind. Bei gleichzeitigem  Auftreten  mehrerer
Resistenzmechanismen in einem Tumor wird die Wirkung der Chemotherapie

stark herabgesetzt oder sogar aufgehoben.

Ein wichtiger Grund dieser Zytostatika-Resistenz ist die Uberexpression des
Glykoproteins P-170. Dieses Produkt des MDR-Gens transportiert viele
strukturell unterschiedliche Zytostatika aus der Tumorzelle hinaus und

verhindert dadurch die intrazellular-vermittelte toxische Wirkung.

Neben diesem Mechanismus wurde in vielen resistenten Tumorzellen, die keine
MDR;-vermittelte Resistenz zeigten, eine Amplifikation und Uberexpression des
MRP- oder LRP-Gens nachgewiesen. Das Produkt und die Funktion des MRP-
Gens ist dem Glykoprotein P-170 sehr ahnlich. Es transportiert Konjugate von
lipophilen Substanzen unter ATP-Verbrauch aus der Zelle hinaus oder in
intrazellulare Vesikel hinein. Die Resistenzvermittiung des LRP ist zur Zeit noch
unklar. Bekannt ist, dass ein vermehrter nucleo-cytoplasmatischer Transport in
Vesikeln stattfindet; ein kausaler Zusammenhang mit Zytostatika-Resistenz in

Tumorzellen gilt als bewiesen.

Neben diesen ,klassischen Resistenzmechanismen, die in der Literatur vielfach
beschrieben wurden, gibt es auch noch ,atypische“ Resistenzformen. Hierzu
gehoren u.a. metabolisch wirksame Enzyme, die nach verstarkter Expression in
Tumorzellen die Zytostatika detoxifizieren und so zur Resistenzentstehung

beitragen.

Soldan et al. (1996) konnte erstmals zeigen, dass eine Uberexpression
Carbonylgruppen-reduzierender  Enzyme, welche das  Anthracyclin
Daunorubicin zu seinem weit weniger toxischen 13-Hydroxy-Metaboliten
Daunorubicinol reduzieren, zu erhdhter Chemoresistenz fuhrt. In der Literatur

sind drei Enzyme beschrieben, die die Fahigkeit besitzen, Daunorubicin zu
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reduzieren. Zu diesen Enzymen gehdéren die Carbonyl Reduktase (EC
1.1.1.184), die Aldehyd Reduktase (EC 1.1.1.2) und die Dihydrodiol
Dehydrogenase (EC 1.3.1.20). Ein weiteres Enzym koénnte die Aldose
Reduktase (EC 1.1.1.21) sein, da diese zu der CHO-Reduktase, ein aus
,chinese hamster ovary cells“ isolierten Enzym, eine grof3e ldentitat besitzt.
Diese CHO-Reduktase kann ebenfalls mit hoher Affinitat Daunorubicin

reduzieren.

Die Aufgabe dieser Arbeit war es, die Induktion des Daunorubicin-Metabolismus
weiter zu untersuchen. Um sicherzustellen, dass dieses Phanomen nicht nur
auf die von Soldan et al. untersuchten Pankreaskarzinom-Zelllinie beschrankt
ist, wurde zuerst in drei weiteren Tumor-Zelllinien der zytosolische
Daunorubicin-Metabolismus untersucht. Hierzu wurde mittels HPLC der
Metabolit Daunorubicinol sowohl ohne vorheriger Daunorubicin-Inkubation als
auch nach simulierter Chemotherapie mit subletalen Daunorubicin-
Konzentrationen in den verschiedenen Tumorzellen gemessen. Die Ergebnisse
zeigten, dass der Metabolismus von Daunorubicin ubiquitar in verschiedenen
Tumorzelllinien stattfindet. Vorbehandlung mit Daunorubicin fuhrte zu einer
Induktion der Biotransformation in allen bisher untersuchten Zelllinien. Aufgrund
der bisher geringen Anzahl untersuchter Karzinomzellarten lasst sich kein

gemeinsames, allgemeingultiges Phanomen beschreiben.

Eine weitere Aufgabe dieser Arbeit war es, die in den Tumorzellen induzierten
Enzyme auf mRNA-Ebene zu identifizieren und quantifizieren. Hierzu wurde die
MmRNA-Expression der vier Reduktasen mittels RT-PCR detektiert und
densitometrisch quantifiziert. Von den bisher bekannten Daunorubicin-
Reduktasen scheint die Carbonyl Reduktase eine wichtige Rolle zu spielen, da
sie als einziges Enzym in verschiedenen Tumorzelllinien induziert wurde. Diese
Ergebnisse stehen im Einklang mit friheren Studien, die ebenfalls eine
Beteiligung der Carbonyl Reduktase am Daunorubicin-Metabolismus zeigten
(Ohara et al.,, 1995; Gonzales et al., 1995; Soldan et al., 1996; 1999). Die
Beobachtung, dass in einer Zelllinie (Malignes Melanom) eine Induktion auf

enzymatischer Ebene stattfand, jedoch gleichzeitig keine mRNA-
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Zusammenfassung

Expressionssteigerung der bekannten Enzyme gemessen wurde, legt die
Vermutung nahe, dass mindestens eine weitere, bisher unbekannte

Daunorubicin-Reduktase existieren muss.

Um diese Anderung der Reduktasen-Expression beurteilen und in ihrer
Wichtigkeit fur eine Resistenzentstehung einordnen zu konnen, wurde in den
Tumorzellen gleichzeitig die mMRNA-Expression der drei ,klassischen®
Resistenzmechanismen MDRj{, MRP und LRP mit derselben Methode
bestimmt. In allen untersuchten Tumorzelllinien konnte eine Expression dieser
drei Faktoren gefunden werden. Nur die Expression von LRP-RNA konnte in
der Malignen Melanom Zellart nicht nachgewiesen werden. Einen Unterschied
zwischen den Zelllinien gab es hinsichtlich der Expressionsmenge und der
Induktionsstarke der ,klassischen® Resistenzfaktoren. Hier zeigte sich, dass in
Zelllinien, in denen MDR;, MRP und LRP niedrig exprimiert wurden bzw.
fehlten, wie z.B. im Malignen Melanom, erstaunlicherweise der enzymatische

Daunorubicin-Metabolismus verstarkt war.

Zusammenfassend lasst sich die These aufstellen, dass in Tumorzellen mit
hoher Expression der drei klassischen Resistenzmechanismen MDR+, MRP und
LRP andere Resistenzfaktoren unwichtiger erscheinen und eventuell nur
.Hilfsmechanismen“ bei hohen Zytostatika-Konzentrationen sind. Bei
Tumorzellen mit niedriger Expression von MDRy, MRP und LRP sind andere
Resistenzmechanismen, wie z.B. die in dieser Arbeit untersuchten Carbonyl
Reduktion bedeutender. Diese sollten in der Zukunft weiter erforscht werden,
um das weit verbreitete, klinische Problem der Zytostatikaresistenz zu

verstehen und eventuell Uberwinden zu konnen.
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