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1 Einleitung

1.1 Chemoresistenz bei der Behandlung maligner Neoplasien: Stand der
Forschung

Bei der Behandlung disseminierter maligner Neoplasien ist die Chemotherapie mit
Hilfe zytostatisch oder zytotoxisch wirksamer Substanzen oftmals die einzige
Therapiestrategie mit Aussicht auf Erfolg. Seit dem erstmaligen Gebrauch von
Nitrogen Mustard zur Behandlung bdsartiger Tumore Mitte der vierziger Jahre
(Rhoads 1946), konnten zahlreiche andere chemotherapeutische Wirkstoffe
gefunden werden, die Einzug in die Kklinische Anwendung fanden.
Therapielimitierend ist jedoch haufig die Manifestation einer Chemoresistenz, die
nicht nur gegen Vertreter einer Stoffklasse gerichtet ist, sondern meist ein breites

Spektrum strukturell unterschiedlicher Substanzen einschlief3t.

Die Ursachen fir die Entwicklung einer Chemoresistenz kdnnen grundsatzlich auf
allen zellularen Ebenen begrindet liegen. Sie reichen von der Aufnahme durch die
Zellmembran, Uber die intrazellulare Modifikation bis zur verminderten Affinitat

zum Wirkungspunkt des therapeutischen Agens.

Zusammenfassend lassen sich die wichtigsten dieser Mechanismen aufteilen in:

1. Verminderte Aufnahme des Substrates in die Zelle

2. Vermehrte Inaktivierung oder verminderte Aktivierung des Substrates

intrazellular
3. Verminderte Affinitdt des Substrates zu den intrazellularen Zielen

4. Gesteigerte Reparationskapazitat der Zelle
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Abbildung 1.1.1

Biochemische Grundmechanismen der Chemoresistenz (mod. n. Hayes 1990).
Erlauterungen der Punkte 1-5 siehe Kapitel 1.1.1 bis 1.1.5

Die oben aufgefihrten Mdglichkeiten zur Ausbildung einer Chemoresistenz sind
zum Teil substratspezifisch und stehen somit nicht alle im direkten
Zusammenhang mit der klinisch bedeutsamen unspezifischen Vielfachresistenz
gegen ein weites Feld von Therapeutika. Fir diesen Fall &Rt sich ein flunfter Punkt
definieren, der die Wirkung energieabhangiger Transportproteine zur zellularen

Detoxifikation beschreibt:

5. Geringere intrazellulare Konzentration durch einen auswartsgerichteten

Substratstrom, der durch Transportproteine vermittelt wird

1.1.1 Verminderte Aufnahme des Substrates in die Zelle

Mutationen an den Genen der fur das Eindringen der Chemotherapeutika

notwendigen Transportproteine ist fir Resistenzen verantwortlich, wie sie fur



Methotrexat beschrieben worden sind. Methotrexat (MTX), ein 4-NH,-N*'°-methyl
Analog der Folsdure gelangt durch einen aktiven Transportprozeld, welcher
physiologischer = Weise  fir  N5-Methyltetrahydrofolat und  fir  N5-
Formyltetrahydrofolat besteht, in die Zelle (Goldman 1978, Bender 1975, Schilisky
1981). Bei hoher MTX Konzentration ist noch ein zweiter, allerdings weniger
effektiver Mechanismus zur intrazellularen Aufnahme des Pharmakons vorhanden
(Hill 1979, Henderson 1984).

Eine Verminderung des Transportes kann entweder durch eine geringere Affinitat
an dem Rezeptor oder eine Senkung der Transportrate begriindet sein. Studien an
leukamischen Mausen zeigten bei dem resistenten Phanotyp L1210 eine 3-5fache
Reduktion des maximalen Substrateinstromes in die Zellen (Hill 1979, Sirotnak
1981, Bertino 1980). Den uberlebensnotwendigen Bedarf, der durch die
Transportminderung ebenfalls betroffene Folsdureaufnahme, erfolgt Uber
zusatzliche Wege: Zum einen Uber einen Folsdurerezeptor mit geringer Affinitat
(Sirotnak 1987), zum anderen Uber ein Folsaure bindendes Protein mit hoher
Affinitat (Jansen 1989). Beide alternative Wege sind gegeniber einer
Beeintrachtigung von MTX insensibel.

1.1.2 Vermehrte Inaktivierung oder verminderte Aktivierung des Substrates
intrazellular

Eine besondere Bedeutung kommt hierbei der Detoxifikation durch Konjugation
mit Glutathion zu. Glutathion wirkt als Sulfhydrylpuffer, indem es von einer
reduzierenden Thiolform (GSH) in die oxydierende Form (GSSG) wechselt. GSSG
wird anschlielRend von der Glutathion-Reduktase, einem Flavoprotein mit NADPH
als Elektronendonator, zu GSH reduziert. Die Neusynthese von GSH erfolgt tber
zwei ATPabhangige Schritte: 1.) y-Glutamylcystein-Synthetase katalysiert eine
Amidbindung zwischen Cystein und dem y-Carboxyl von Glutamat; 2.) GSH-
Synthetease ermdglicht die Reaktion von Glycin mit Cysteincarboxyl des y-

Glutamylcystein um das Tripeptid y-Glutamylcysteinylglycin zu bilden (Arrik 1984).

Glutathion scheint fur eine Vielzahl zytotoxischer Agenzien entgiftend zu wirken.



Beschrieben sind u.a. Effekte bei: Mechlorethamin (Hirono 1961; Goldenberg
1969), Cyclophosphamid (Gurtoo 1981), Adriamycin (Babson 1981), Daunorubicin
und Mitomycin C (Arrick 1984).

Der geschwindigkeitslimitierende Schritt im GSH Stoffwechsel bildet die y-
Glutamycystein-Synthetase (Meister 1988). Eine Uberexpression von mRNA der y-
Glutamycystein-Synthetase konnte bei Nitrosourea behandelten Gliomen
nachgewiesen werden (Gomi 1997).

An Hand von Ovarialkarzinomen konnte dieser Effekt auch gegenlber
alkylierenden Substanzen sowie cis-Platin dargestellt werden. Ein spezifischer
Inhibitor der Glutathion-S-Transferse -Buthionin sulphoximin (BSO)- bewirkt in
vitro eine Revision der Resistenz (Perez 1990).

Eine 15fache Unempfindlichkeit gegen Nitrogen Mustard konnte experimentell bei
einer Tumorzellinie der Ratte erzeugt werden. Die resistenten Zellen zeigten
einerseits hohere Konzentration von Glutathion-S-Transferase (GST), andererseits
lieen sich mit Hilfe von SDS Gel-Elektrophorese und Western Blot Isoenzyme der
GST nachweisen. Insbesondere die Uberexpression eines 29,5 kDa groRen
Isoenzymes der GST scheint fuir den Nitrogen Mustard resistenten Phanotyp
mitverantwortlich zu sein (Clapper 1987). Fur eine gegen Doxorubicin
selektionierte Brustkrebszellinie MCF7 gelang der Nachweis einer Uberexpression
einer neuen anionischen Form der GST (Batist 1986), die als GSTrt bezeichnet

wird.

Erst kirzlich konnte ein Bleomycin detoxifizierendes Enzym gefunden werden: die
Bleomycin-Hydrolase mit struktureller Ahnlichkeit zur Cystein-Proteinase
(Ferrando 1996). Es besteht fur die Bleomycin-Hydrolase eine gute
Ubereinstimmung zur Auspragung der Resistenz gegen Bleomycin in der
Chemotherapie.

In einer anderen Studie konnte gezeigt werden, dald vermehrte Expression von
Metallothionein den Therapieerfolg von cis-Platin limitiert. Metallothionine sind
cystinreiche Proteine, die in breiter Variation in eukaryonten Zellen vorkommen.
Physiologisch spielen sie eine entscheidende Rolle in der zn** und Cu?
Homoestase und bei der Detoxifikation von Schwermetallionen. Experimentell

konnte in vitro einen Resistenz gegen cis-Platin aufgebaut werden: Einerseits



durch Exposition von Schwermetallionen andererseits durch Transfektion mit
einem Bovinen Papilloma Virus, das DNA enthielt, die fir humanes Metallothion-
IIA kodiert (Kelley 1988).

Neben einer gesteigerten Inaktivierung durch Uberexpression eines protektiven
Faktors, kann auch die Herabregulation substrataktivierender Mechanismen zur
Ausbildung von Resistenzen fuhren. Als Beispiel dafur gilt Cyclophosphamid, das
Uber ein Cytochrom P-450 System durch Ringhydroxylierung in a-Stellung zu 4-
Hydroxycyclophosphamid tberfuhrt wird, welches den Ausgangspunkt darstellt fur
die Bildung des elektrophilen Aktivierungsproduktes am Ende der
Aktivierungskette (Hayes 1990).

Ein anders Beispiel fir dieses Form der Chemoresistenz findet sich im
Metabolismus der Cytosin Arabinoside (ara-C?) bei verschieden Leukamieformen.
Ara-C? ist ein synthetisches Nukleotid, dessen Phosphorylation und Inkorporation
in die DNA mit der zytotoxischen Wirkung korreliert. Die ara-C* resistenten akuten
Leukdmien zeigten eine signifikant niedrigere  Phosphorylation des
Therapeutikums (Kessel 1969).

Ein alternativer Weg der Zelle die Konzentration des Zytostatikums intrazellular zu
vermindern, ist die Kompartimentierung. In der von mir benutzten gegen
Mitoxantron resistenten Magenkarzinomzellinie EPG 257-85 RNOV wurde im
Interferenz-Mikroskop die Akkumulation von mitoxantronhaltigen Vesikeln -dicht
unter der Zellmembran- nachgewiesen. Sensitive Zellen zeigten eine diffuse
Verteilung des Mitoxantron mit den Zeichen der toxischen Wirkung: Zerstérung
des Zytoplasmas und Karyopyknose (Dietel 1990; Seidel 1995). Vergleichbare
Beobachtungen der Kompartimentierung konnten auch bei zahlreichen anderen
Zellinien gemacht werden (Mazzoni 1990; Rutherford 1993; Cornwell 1986).



1.1.3 Verminderte Affinitat des Substrates zu den intrazellularen Zielen

Die pharmakologische Wirkung von Methotrexat an der Dihydrofolat-Reduktase
(DHFR) besteht in der Inhibition des Folsaurestoffwechsel. In der Zelle bindet MTX
schnell an Dihydrofolat-Reduktase und inaktiviert diese dadurch. Dieses Enzym
spielt eine wichtige Rolle zur Aufrechterhaltung des Pools an Tetrahydrofolsaure
(FH4) in dem es Dihydrofolsdure (FH2), das wahrend der Thymidylatsynthese
entsteht, reduziert. Die Inhibition der DHFR fuhrt zu einem Abfall der FH4
Konzentration bei gleichzeitiger Akkumulation der FH2 bei bestehender

Thymidylatsynthese.

Die Hemmung der Thymidylat-Synthase und die Hemmung der vom
Folsaurestoffwechsel abhangigen Purinsynthese bewirken die therapeutisch
beabsichtigte Beintrachtigung der DNA Replikation (Moran 1979).

Es konnte gezeigt werden, dafld eine Punktmutation der cDNA an Position 22 der
DHFR mit Austausch von Arginin fur Leucin zur Ausbildung einer Chemoresistenz
fuhrt. Die Mutation fand in einer Region statt, die fur die Bindungsstelle des

Inhibitors Methotrexat entscheidend ist (Simonsen 1983).

Ebenfalls fur Methotrexat ist eine vermehrte Expression der nicht mutierten
Dihydrofolat-Reduktase beschrieben worden. Im Wettbewerb von MTX und
Dihydrofolsdure um freie Bindungsstellen der DHFR erhalt die Zelle mit dieser
Genamplifikation den Uberlebensnotwendigen Folsaurestoffwechsel aufrecht
(Cohen 1978, Whit 1975). An Hand einer resistenten Zellinie von Ovarien des
chinesischen Hamsters konnten im Durchschnitt 150 Kopien des Gens innerhalb
der DNA dargestellt werden (Nunberg 1978).

Das Zielenzym von 5-Fluorouracil (5FU) ist die Thymidylate-Synthase (Spears
1988). Die Festigkeit der Verbindung von Thymidylat-Synthase und dem 5FU
Nucleotid 5F-dUMP ist besonders stark, wenn die Konzentration von reduzierten

Folaten erhoht ist (Keyomarsi 1986).

In der Methotrexat insensitiven Lymphomzellinie L5178Y konnten zwei Isoformen
der Folat-Reduktase isoliert werden. Die erste besitzt eine hohe Bindungsaffinitat

zu MTX und wird sowohl in der sensitiven als auch der insensitiven Linie



exprimiert. Die zweite findet sich nur in der insensitiven Linie, wobei dieses
Isoenzym der Folat-Reduktase eine sehr geringe Affinitat zu MTX zeigt. Die
Bindungsfahigeit zu dem physiologischen Substrat -der Folsaure- ist jedoch
geblieben. Es besteht eine direkte Korrelation zwischen der Hohe der Expression
der MTX-insensitiven Variante der Folat-Reduktase und der Auspragung der MTX-
Resistenz (Goldie 1980).

Weiterhin gibt es vielfaltige Hinweise darauf, wie die Topoisomerasen in den
Prozel der Resistenzbildung involviert sind (Glisson 1987). Die Uberfiihrung der
Topoisomere einer DNA ineinander wird durch Enzyme katalysiert, die man als
Topoisomerasen bezeichnet. Diese Enzyme verandern die Windungszahl der
DNA, indem sie einen dreistufigen Prozeld katalysieren: 1.) Spaltung eines der
beiden Strdnge der DNA, 2.) Durchtritt eines DNA-Abschnittes durch die
entstandene Licke und 3.) die Wiederverknipfung der DNA-Bruchstelle. Die Typ-I
Topoisomerasen spalten nur einen DNA-Strang, Enzyme vom Typ Il dagegen
beide.

Die zytotoxische Wirkung der Epipodophyllotoxine wird durch die Inhibition der
Topoisomerease Il im dritten Schritt wahrend der Replikation mit der Folge von
Doppelstrangbrichen erklart. Resistenzen gegen Epipodophyllotoxine rihren von
der verminderten Expression der Topoisomerase Il und damit der Reduktion des
Zielenzyms fur Topo Il inaktivierender Chemotherapeutika (Pommier 1986) her.
Da Topo Il fur die Zellteilung unabkémmlich ist, bestehen Grenzen fur die
Abnahme der Topo Il Konzentration und damit fur den Grad der Chemoresistenz
im Hinblick auf diesen Mechanismus (Holm 1989).

1.1.4 Gesteigerte Reparationskapazitat der Zelle

Als Schutz vor der Wirkung alkylierender Substanzen konnte als
Resistenzmechanismus die vermehrte Synthese von O°-Alkylguanin-DNA-
Alkyltransferase (MGMT) aufgedeckt werden (Demple 1985, Pegg 1990). O°-
Alkylguanin-DNA-Alkyltransferase schitzt die DNA vor den genotoxischen

Effekten alkylierender Agenzien, indem sie O°-Alkylguaninresiduen wie O°-



Methylguanin zu Guanien umwandelt. Dies geschieht unter dem Verlust eines
Cysteinrestes auf der aktiven Seite, verbunden mit der irreversiblen Inaktivitat der
MGMT (Dalby 1994).

Transfektion mit bakterieller MGMT induziert Resistenz gegen Bischloroethyl-
Nitrosourea bei zuvor sensiblen Saugetierzellen (Dumenco 1989).

Als Mechanismus der Zytotoxizitat von cis-Platin wird die Bindung an die DNA mit
konsekutiver Interferenz von Transkription und Replikation angesehen. Die einzige
Moglichkeit der Zelle zum weiteren Uberleben dieser kovalenten Interaktion
besteht in einer effizienten Reparatur dieser Lé&sion. Einzelheiten des
Mechanismus, wie Zellen die potentiell letalen Beschadigungen erkennen und
beheben, erfordern das Zusammenspiel einer Vielzahl von Enzymsystemen,
welche allgemein als Reparatur durch Herausschneiden oder “excision repair*
zusammengefaldt werden (Friedberg 1985). Als Mal3 fur die als “excision repair”
subsumierten Reperaturvorgéange dient die Aufnahme von [*H]-Thymidin in die
DNA. So zeigte die cis-Platin resistente menschliche Ovarialkarzinom Zellinie
A2780 eine signifikant héhere Aufnahme von [*H]-Thymidin in die DNA als die
parentale Zellinie, gleichsam Ausdruck einer -fir die Resistenz notwendigen-

gesteigerten Reparationsleistung .

Dal3 vielfaltige Einzelreaktion an der Wiederherstellung Zytostatika induzierter
Lasionen beteiligt sind, konnte an Hand der ausschneidenden DNA-Polymerase
und den wieder verbindenden Ligasen gezeigt werden (Scanlon 1989). In
Ubereinstimmung damit fiihrt eine Behinderung der Reparaturvorgdnge durch
Aphidicolin, einem Inhibitor der DNA-Polymerase-a, zu einem Anstieg der
Empfindlichkeit gegenuber Zytostatika in der zuvor resistenten Linie (Masuda
1988).

1 WAFLICIPL st essentiell fiir die Koordination

Der cyclinabhangige Kinaseninhibitor p2
von S- und M-Phase im Zellzyklus. Die Identifizierung von p2l1 als ein
transkriptionelles Ziel von p53 lieferte die molekulare Erklarung fur den
Zellzyklusstillstand nach Exposition DNAschéadigener Agenzien. Da der Stillstand
im Zellzyklus der Zelle die Moglichkeit gibt, DNA-Schaden vor der Replikation zu
reparieren, kann der Verlust von p21 zu einer Zunahme der Chemosensitivitat

fuhren. In vitro konnte bei p21” Zellen eine defiziente Reparatur nach Schaden,



die durch ultraviolettes Licht oder zytotoxischen Stoffen verursacht wurden,
festgestellt werden. Es scheint sich herauszukristallisieren, daf3 die
cyclinabhangigen Kinaseninhibitoren p21 und pl6 die Apoptose wirksam

verhindern und chemoprotektiv wirken kénnen (Waldman 1996).

1.1.5 Geringere intrazellulare Konzentration durch einen
transportproteinabhangigen auswartsgerichteten Substratstrom

1.1.5.1 Das Phanomen der Vielfachresistenz oder Multidrug Resistance

Das Auftreten einer pleiotropen Resistenz gegen eine Vielzahl strukturell bzw.
funktionell unterschiedlicher Agenzien wird als Multidrug Resistance (MDR)
bezeichnet. Der MDR Phanotyp schliel3t eine Kreuzresistenz gegen Anthrazycline
(Doxorubicin, Daunorubicin), Epipodophylitoxine (Etoposid), Vinca Alkaloide
(Vinblastin, Vincristin), Taxol und andere Gruppen ein. Anfanglich durchgeftihrte
physiologische und pharmazeutische Studien zeigten Hinweise auf eine
verminderte Anreicherung des Therapeutikums in der Zelle (Kessel 1968). Als
Ursache dafur wurden ein vermehrter Auswartstransport (Dano 1973) bzw. eine

verminderte Zellpermeabilitat (Ling 1974) diskutiert.

Zu den bisher bekannten Mechanismen die zur MDR fihren, werden die
vermehrte Expression von P-Glykoprotein (PGP) sowie dem Multidrug Resistenz
assoziierten Protein (MRP) und Lungen-Resistenz-Protein (LRP) gezabhilt.

PGP und MRP gehéren zu der Familie der ABC-Transporter, die als gemeinsames
Merkmal der molekularen Architektur zwei grol3e transmembranare Domanen und
zwei nukleotidbindende Domanen (NBD) mit Bevorzugung von ATP besitzen
(Higgins 1992). Gemall den Schwierigkeiten grof3e Membranproteine zu
kristallisieren, konnten die dreidimensionalen Strukturen im einzelnen nicht

hinlanglich geklart werden.

Zahlreiche eukaryonte und prokaryonte ABC Proteine sind dahingehend

beschrieben worden, in den Transport von Molekilen und lonen involviert zu sein



(Higgins 1992). Besondere strukturelle Verwandtschaft zum MRP bestehen fur
den erst kurzlich identifizierten Sulfunylharnstoffrezeptor (SUR) (Aguilar-Bryan
1995) und dem Zystischen Fibrose transmembrandren Konduktanz Regulator
(CFTR) mit 19% Aminosaurentbereinstimmung (Riordan 1989, Stutts 1992).
Weiterhin besteht 32% Aminosaurentbereinstimmung zu ItpgpA, einem
Leishmania Protein, das u. a. Resistenz gegen Arsen vermittelt (Papadopoulou
1994). SchlieBlich zwei Hefe Proteine, zum einen YORI, welches
Oligomycinresistenz  vermittelt (Katzmann 1995) und YCFl1 mit 43%
Aminosaurendbereinstimmung zu MRP im Zusammenhang von Resistenzbildung

gegen Cadmium (Szczypka 1994).

1.1.5.2 Das P-Glykoprotein

Die Entdeckung des P-Glykoproteins brachte ausgedehnte Studien zum
Wirkungsmechanismus, wie auch der klinischen Bedeutung dieses Phanomens
mit sich. Erstmalig konnte 1976 die Uberexpression dieses Proteins in einer

Zellinie des chinesischen Hamsters nachgewiesen werden (Juliano 1976).

PGP ist ein 170 kDa groRRes transmembranares Protein das einen ATP
abhangigen Pumpmechanismus unterhalt (Gerlach 1986; Pastan 1987).
Entsprechend der vermuteten Funktion im Prozeld der natirlichen Detoxifikation
der Zelle, findet sich PGP auch in normalen menschlichen Geweben,
insbesondere solcher mit sekretorischer oder schrankenbildener Funktion, wie

auch in peripheren Blutzellen.

Das fur PGP kodierende Gen wird als MDR1 bezeichnet (Gros 1986; Ueda 1986).
Das MDR1 Gen ist 100 kb grof3 und enthalt 29 Exons. Es gehdrt zu einer kleinen
Familie von zwei in menschlichen Zellen vorkommenden Genen (MDR1/MDR?2),
sowie drei Mitgliedern von Nagetieren (Chinesischer Hamster: pgpl, 2 und 3;
Maus: mdrla/lb und mdr2). Transfektion mit MDR Genom oder genspezifischer
cDNA zeigten, dall das MDR1 Gen alleine zur Ausbildung des MDR Phénotyps



ausreicht.

PGP, das Genprodukt von MDR1, besteht aus 1280 Aminosauren und enthéalt
zwei homologe Halften. Jede Halfte hat sechs membranibergreifende Domaéanen,
die drei transmembranare Schleifen bilden und eine intrazellulare Bindungsstelle
fur ATP; eine Verminderung des intrazellularen ATPs bedingt folgerichtig einen

Anstieg der Chemosensibilitat (Broxterman 1988).

PGP unterhalt einen energieabhangigen Efflux von hydrophoben xenobiotischen
Agenzien; die natirlichen endogenen Substrate sind bisher unbekannt (Cornwell
1987; Pastan 1987).

Zum Mechanismus der Regulierung der Expression von PGP ist bekannt, dal3 er
bei den meisten Nagetierzellinien Uber eine Genamplifikation ablauft (Van der
Bliek 1989). Im Gegensatz dazu finden sich in menschlichen Zellinien eher eine
Aktivierung der Transkription (Shen 1986; Van der Bliek 1988; Baas 1990). In
klinischen Beispielen der PGP Uberexpression konnte eine Genamplifikation
tberhaupt nicht nachgewiesen werden (Goldstein 1989; Rothenberg 1989).

1.1.5.3 MRP, das mit Vielfachresistenz assoziierte Protein

Hinweise auf ein neues von PGP unabhangiges Transportsystem ergaben sich
aus Untersuchungen an der Leukamiezellreihe HL60/ADR (McGrath 1988). Die
Isolierung dieses membranaren Transportglykoproteins gelang allerdings an einer
P-Glykoprotein negativen Linie des kleinzelligen Bronchialkarzinoms H69AR, das
schrittweise mit Doxorubicin selektioniert wurde (Mirski 1987). Keiner der bis dahin
bekannten Resistenzmechanismen konnte als Erklarungsmodell daftr dienen. Die
Identifizierung einer 6,5 kb grolen mMRNA, die in H69AR ca. 100fach
Uberexprimiert war, fuhrt Uber die Sequenzierung eines cDNA Klones dieser
MRNA zur Entdeckung des MRP (Cole 1992a). Untersuchungen an anderen
Zellinien zeigten, dal3 sich bei den meisten PGP unabhéngigen Multiresistenzen

eine Uberexpression von MRP nachweisen laRt (Krishnamachary 1993; Barand



1994; Slovak 1993; Sumizawa 1994; Zamam 1993).

MRP gehért zu der ATP bindenden Familie der membranstandigen
Transportproteine mit geringer sequentiellen Homologie zu PGP. Transfektion von
MRP cDNA in menschliche Tumorzellen resultiert Vielfachresistenz (Grant 1994).

Als MRP Genlokus konnte das Chromosom 16p13.13-13.12 detektierte werden
(Krishnamachary 1993; Slovak 1993). Fernerhin konnte gezeigt werden, dal3 eine
Genverstarkung zu einer vermehrten Expression von MRP mRNA in den in vitro
selektierten Zellen beitragt (Cole 1992a; Slovak 1993), welche Verstarker-
Domanen von komplexen Ursprung besitzen (Ray 1994). Die Uberexpression von
MRP kann also einerseits durch eine Amplifikation des kodierenden Gens am
ursprunglichen Genort erfolgen (Slovak 1993), oder andererseits auf anderen
Chromosomen wie etwa 1,6 oder 7. Es finden sich allerdings auch zahlreiche
Hinweise darauf, dal3 eine vermehrte Produktion von MRP auch ohne
Genamplifikation stattfinden kann (Cole 1992a; Eijdems 1995). Eine Analyse des
Initalpromoters vom MRP Gen zeigt multiple Startpunkte fur die Transkription und
Ubereinstimmende Bereiche fir eine positive oder negative Regulation (Zhu 1994).

Fur die dreidimensionale Struktur des 1531 Aminoséauren grof3en MRP existieren
verschiedene Modelle. Die groRte Ahnlichkeit in der Aminosauresequenz im
Vergleich zu den anderen Mitgliedern der ABC Familie besteht in den Nukleosid
bindenden Doméanen (NBD). Die erste Vorhersage fur die Sekundarstruktur des
MRP beinhaltete ein Molekul mit acht transmembranédren Doméanen auf der N-
terminalen- und vier auf der Carboxylseite, jede Seite jeweils einmal N-glykolisiert
(Cole 1992a, Cole 1993). Alternativ dazu besteht das Modell von Loe, das 11-12
N-terminale und sechs carboxylterminale Segmente beinhaltet, wobei in den
ersten 230 Aminosauren finf oder sechs Segmente auf der N-terminalen Seite
liegen (Loe 1996). Auf Grund struktureller Ahnlichkeiten mit dem CFTR kommt die
Arbeitsgruppe um Bakos zu einer Vorhersage des Aufbaues, die drei
membraneingebundene Regionen beinhaltet, die von groRen zytoplasmatischen
Schleifen voneinander getrennt sind. Basierend auf den Analysen des
hydrophobischen Krafteverhaltnisses, konnten zwei mogliche Varianten der
Glykolisierungsregion auf der N-terminalen Seite vorhergesagt werden (Bakos
1996).



Transfektion mit HeLa und nicht kleinzelligen Bronchialkarzinomzellinien sicherten
die Erkenntnis, daR mit einer Uberexpression von MRP eine Resistenz gegen eine
Vielzahl wichtiger Chemotherapeutika assoziiert ist (Grant 1994; Zaman 1994).
Dazu gehéren Doxorubicin, Vincristin, Vinblastin und Etoposid; weniger betroffen

sind davon Mitoxantron und Taxol.

Im Gegensatz zu P-Glykoprotein kann MRP als sogenannte GS-X-Pumpe (ATP-
dependent glutathione S-conjugate efflux pump) wirken, bei der ein Transport der
mit GSH konjugierten chemotherapeutischen Agenzien aus der Zelle stattfindet
(Jedlitschky 1996).

MRP exprimierende Zellen zeigen einen ATP abhangigen Transport von
Leukotrien C4 (LTC4) und S-2,4-Dinitropphenyl Glutathion in Membranvesikeln als
Hinweis auf einen Glutathion-S-Konjugate vermittelten auswartsgerichteten
Pumpmechanismus (Leier 1994, Zaman 1994).

Dieser engen Koppelung von Glutathiondetoxifikation, wie sie oben beschrieben
wurde, und dem MRP vermittelten Auswartstransport kommt eine wichtige Rolle in
der Ausbildung des vielfachresistenten Phanotyps zu.

Es ist bekannt, dafl? reduzierte GSH kein Substrat fir MRP darstellt (Muller 1994);
allerdings bestehen Hinweise darauf, dal MRP mit GSH im Sinne eines
Cotransportes einen Auswartstransport aufrechterhalten kann (Rappa 1997).

Neben GSH-Konjugaten stellen auch glukorinierte und sulfatierte endogene und
exogen Produkte ein Substrat fur MRP dar (Jedlitschky 1996).

Schliellich gibt es Hinweise darauf, dal3 fir MRP1 Homologe existieren, die am
Phanomen der MDR beteiligt sind. Dazu werden das cMOAT oder auch MRP2
genannte Protein gezahlt, das in Menschen- und Nagetierzellinien gefunden
wurde (Paulusma 1996; Ito 1997; Taniguchi 1996). cMOAT, das eine 49%
Ubereinstimmung mit MRP1 auf Proteinebene besitzt, arbeitet ebenfalls als GS-X
Pumpe und befindet sich in erster Linie in den kanikularen Membranen der
Hepatozyten. Eine Recherche in der EST Bibliothek (expressed sequence tag)
brachte weitere MRP1 Homologe zu Tage , die als MRP3, MRP4 und MRP5



bezeichnet werden, deren Rolle in der Auspragung des MDR Phéanotyps im
einzelnen noch ungeklart sind (Kool 1997).

1.1.5.4 Das Resistenzprotein der Lunge

Die Entdeckung des Resistenzproteins der Lunge (LRP) zeigt einen mdglichen
Weg zur Entwicklung einer Chemoresistenz auf, der nicht durch ein Protein
vermittelt wird, das aus der Familie der ABC-Transporter stammt (Scheper 1993;
Scheffer 1995). Vielmehr gehort es zu der Gruppe der Vault-Proteine, deren
ungewobhnliche Struktur es vermuten lassen, Teil des Zellkern-Porenkomplexes zu
sein (Rome 1995). Erstmalig in einer Zellinie eines Bronchialkarzinomes detektiert,
konnte es auch in den meisten anderen Neoplasien nachgewiesen werden, deren
Chemoresistenz nicht auf eine Expression von P-Glykoprotein zuriickzuftihren

war.

LRP ist ein 110 kDa groR3es Protein, dafl3 dhnlich wie PGP im natirlichen Gewebe
an xenobiotisch exponierten Stellen vermehrt exprimiert wird, ausgenommen die
Gallenkanale, wo sich zwar PGP aber kein LRP nachweisen lal3t (lzquierdo
1996b). Mit dem Lungenresistenzprotein spezifischen Antikdrper LRP-56b gefarbt,
findet es sich in erster Linie zytoplasmatisch in groben Granula; ein Hinweis
darauf, dal es mit einem Molekul interagiert, das mit vesikularen bzw.
lysosomalen Strukturen assoziiert ist (Scheper 1993). Die cDNA, die fur das LRP
kodiert, konnte an der menschlichen Fibrosarkomzellinie HT1080/DR4 isoliert
werden. Dual-Color-Fluoreszenz Hybridisation konnten als Genort das
chromosomale Segment 16p11.2 lokalisieren -etwa 27 cM in der Nahe des MRP
Lokus (Scheffer 1995).

Uber die Funktion des Lungenresistenzprotein besteht nach wie vor Unklarheit. In
Analogie zur anderen Vaults nimmt man an, dal3 LRP an der Regulation des
nukleozytoplasmatischen bzw. vesikularen Transportes verschiedener Substrate

teilnimmt. Gestitzt wird diese These von der Beobachtung einer verminderten



nukleo-/zytoplasmatischen Konzentration und der Exozytose in Vesikeln von

Chemotherpeutika in LRP Uberexpremiernden Zellen (Schuurhuis 1991).

1.1.6 Weitere Aspekte zur Entwicklung der Chemoresistenz

1.1.6.1 Weitere Alternativen

Neben den oben erwahnten naher vorbeschriebenen Mechanismen, die zu einer
Chemoresistenz fuihren kdnnen, gibt es zahlreiche Hinweise darauf, daf3 noch

weitere Faktoren eine Rolle spielen.

In einer Actionomycin (ACT-D) resistenten Brustkrebszellinie MDA-231 konnte
nachgewiesen werden, dald epidermaler Wachstumsfaktor und der insulindhnliche
Wachstumsfaktor-1 Zellen vor dem ACT-D induzierten Zelltod schitzen (Geier
1994). Der genaue Mechanismus ist nicht sicher aufgeklart, jedoch sind
Wachstumsfaktoren dafir bekannt, als Stimulatoren fir die Synthese von

Makromolekllen zu dienen (Pusztai 1993).

Ungeklart ist auch die Rolle eines 85 kDa groRen Membranproteins, das in
zahlreichen Adriamycin resistenten Tumoren durch monoklonale Antikdrper
nachgewiesen werden konnte. Die Expression dieses Proteins scheint relativ
spezifisch fir die Resistenzbildung gegen Adriamycin zu sein, da es in keiner mit

anderen Chemotherapeutika selektionierten Zellinie vorkommt (Hamada 1988).

Dartber hinaus existieren noch zahlreiche Darstellungen anderer Faktoren, die -
zum Teil nur als Einzelberichte- im Zusammenhang mit der Entwicklung einer
Chemoresistenz bei malignen Tumoren erwéhnt werden, deren ausfihrliche

Schilderung aber den Rahmen dieser Einleitung bei weiten sprengen wirden.

Interessant ist auch eine Beobachtung, die an Nierenzellkarzinomen im Vergleich
zu normalen Nierengewebe gemacht wurde: In den Nierentumorzellen fanden sich
erhohte mRNA Spiegel der menschlichen mutT Homologe (hMTH1); hMTH1 ist
daran beteiligt, dal3 8-oxo-dGTP, die oxydierte Form der dGTP, nicht in die DNA



inkorporiert wird. Es wurde die Hypothese aufgestellt, dald hMTH1 wéhrend
oxydativen Stresses vermehrt gebildet wird und nicht nur der Ausdruck einer
genetischen Instabilitdt sonder einer Assoziation mit Chemoresistenz darstellt,

was letztlich aber noch nicht bewiesen ist (Okamoto 1996).

1.1.6.2 Die Rolle der Onkogene in der Entwicklung einer Chemoresistenz

Onkogene beinflussen und steuern das Wachstum und die Teilung einer Zelle. Sie
konnen die Geschwindigkeit des Zellzyklus andern und Zellen in denen sie
Uberexprimiert werden an der Apoptose hindern. Auf Grund dieser Eigenschaften
sind Onkogene bevorzugter Gegenstand der Untersuchung im Hinblick auf

intrinsischer oder erworbener Chemoresistenz.

Das Onkogen Her-2/neu kodiert fir ein 185 kD groRRen transmembranédren
Rezeptor -ahnlich dem epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptor-  mit
entsprechender Tyrosin-Kinase-Aktivitat. Das Vorhandensein von Her-2/neu ist mit
weit fortgeschrittener Erkrankung und schlechtem Uberleben verbunden. Am
Beispiel des nichtkleinzelligen Bronchialkarzinomes konnte gezeigt werden, dali3
dessen Chemoresistenz nicht vom MDR1 Phanotyp abhangig ist, sehr wohl aber
eine enge Korrelation mit der Her-2/neu Expression im Hinblick auf eine primére
Resistenz besteht (Tsai 1993).

Fur Bcl-2 -ein 26 kD grofRes Protein- sind verschiedenen Wege bekannt, den
programmierten Zelltod durch c-myc, p53 oder anderer DNAschadigender Stoffe
aufzuhalten. Eine Assoziation mit der Ausbildung einer Chemoresistenz durch Bcl-
2 wird vermutet, allerdings finden sich auch Gegenbeispiele, die diese Uberlegung
nicht stitzen. Gefunden wurden erhéhte Spiegel an Bcl-2 in cisplatinresistenten
Ovarialkarzinomen; eine exogene Zufuhr von Bcl-2 in zuvor sensitive Zellen
schitz diese vor der Apoptose. Im Gegenzug kann die Blokade von Bcl-2 durch
Transfektion mit antisense Oligonukletiden oder Plasmiden die zytotoxischen

Effekte von Chemotherapeutika in vitro verstarken (Eliopoulos 1995).

Der Wildtyp von p53 ist ein Tumorsupressorgen und wirkt als starker Induktor der
Apotose in der Folge DNAschadigender Einflisse. Mutationen an p53 sind bei



Tumoren sehr haufig zu finden. In vielen Studien konnte gezeigt werden, dal3 der
Verlust der p53 Funktion assoziiert ist mit Tumorprogression, genetischer
Instabilitat, schlechter Prognose und Chemoresistenz (Velvulescu 1996).
Weiterhin berichten andere Studien dartber, daf’3 Zellen mit einem mutierten p53
System eine verminderte Expression von Bcl-2-Homologe und bax zeigen, als
Zeichen dafur, daf3 in diesen Féllen der Verlust von bax in der Ausbildung einer

Chemoresistenz resultiert (Thomas 1996).

Desweitern werden c-myc und ras als klassische Onkogene im Zusammenhang

von Chemoresistenz genannt (Sklar 1991).

Schlief3lich sind sowohl fur c-jun als auch fur c-fos bekannt, dal3 sich ihre
Expression durch Chemotherapeutika induzieren laBt wund sich in
chemoresistenten Zellinien erhohte Spiegel finden. AuRerdem sind c-jun und c-fos
in der Regulation der GST-1t Expression beteiligt, als mdgliche Ursache fur ihre

Wirksamkeit im Zusammenspiel der Chemoresistenz (Moffat 1994).

1.2 Allgemeine Aspekte zur 2-D-Elektrophorese im immobilisierten pH-
Gradienten

Die 2-D-Elektrophorese stellt eine Methode =zur Analyse komplexer
Proteingemische dar. Das zu Grunde liegende Prinzip besteht zum einen aus
einer Auftrennung nach den isoelektrischen Punkten (erste Dimension) und zum
anderen in einem zweiten Arbeitsschritt, in der elektrophoretischen Beweglichkeit

im Polyacrylamidgel (zweite Dimension).

Seit der Etablierung dieser Technik Ende der 60er Jahre durch Dale und Latner
(Dale 1969), Macko und Stegemann (Macko 1969) sowie Margolis und Kenrick
(1969), die die Elektrophorese unter nicht denaturienden Bedingungen mit
wasserloslichen  Proteinen durchfiihrten, erfuhr die Methode zahlreiche

Anderungen und Verbesserungen.

Durch die 1975 von Klose (Klose 1975) und O Farrel (O Farrel 1975) eingefiihrte
Denaturierung der Proteine in einem Gemisch aus Harnstoff und Dithiothreitol

bzw. Harnstoff, Dithiothreitol und Nonidet P-40, wurden auch wasserunlosliche



Proteine der Methode zuganglich. Hochmolarer Harnstoff dissoziiert die
Wasserstoffbrickenbindungen; Chaps bzw. Nonidet P-40 l6sen hydrophobe
Bindungen auf. Schlie3lich vermag Dithiothreitol als reduzierende Thiolverbindung

die Quartarstruktur der Proteine zu spalten.

Die zweite Dimension fand ihre entscheidende Verbesserung in der Verwendung
von Natriumdodecylsulfat (SDS) (Shapiro 1967).

Eine Weiterentwicklung in Richtung einer apparativen Unterstiitzung der
Arbeitsweise fur eine Routine-Analytik wurde von Anderson durch das Iso-Dalt-

System geliefert (Anderson 1982).

Das sich daraus ergeben Konzept der isoelekrische Fokussierung mit
Trageramphlyten in harnstoff- und detergenzienhaltigen Polyacrylamidgelen in der

ungenugenden Reproduzierbarkeit der Ergebnisse.

Ein Teil dieser Probleme konnte durch die Standardisierung der
Arbeitsvorschriften, Gerate und Chemikalien Gberwunden werden (Anderson
1988). Ungel6st blieb jedoch das Problem der Proteinprazipation nahe des
isoelektrischen Punktes oder auch die Generierung enger pH-Gradienten. Von
entscheidendem Nachteil waren jedoch die divergierenden Fokussierungsmuster,
die zum einen von den verwendeten Tragerampholyten, zum anderen durch die

Kathodendrift von der Fokussierungszeit abhdngen (Chrambach 1973).

Abhilfe brachte erst die Einfuhrung des immobilisierten pH-Gradienten (IPG) in der

ersten Dimension der zweidimensionalen Elektrophorese (Bjellqvist 1982).

Immobilisierte pH-Gradienten unterscheiden sich grundsatzlich von den mit
Tragerampholyten erzeugten pH-Gradienten, da sie in die Gelmatrix
kopolymerisiert werden und somit im elektrischen Feld weder auf- noch abgebaut
werden . Der Verlauf des immobilsierten pH-Gradienten ist unbeeinflul3t von der
Produktionscharge, da die Erzeugung eines IPG anstelle eines heterogenen
Synthesegemisches, bestehend aus hunderten unterschiedlichen
Tragerampholyten, entféllt. Die chemische Struktur der Immobiline war lange Zeit,
bis auf die Tatsache, dall es sich um Acrylamidoverbindungen handelt,
unbekannt. Es ist das Verdienst von Rhigetti und seiner Arbeitsgruppe,
wesentliche Beitrage zur Synthese und Reinigung der Substanzen beigetragen zu
haben. (Chiari 1989a; Chiari 1989b). Der Gradient driftet nicht in Abhangigkeit der



Fokussierungszeit in Richtung Kathode, sondern ist stabil. Der Vorteil dieses
Verfahrens besteht darin, einen pH-Gradienten noch vor der isoelektrischen
Trennung aufzubauen, so dal3 die Proteine genigend Zeit haben, zu ihren
tatsachlichen isoelektrischen Punkten zu wandern. Es resultiert ein
zeitunabhéngiges Fokussierungsmuster, wodurch die Reproduzierbarkeit der

Protein-Spot Positionen in der ersten Dimension erhdht wird.

Das von mir benutzte 2D-Elektrophorese Konzept basiert im wesentlichen auf den
von Rabilloud vorgestellten Arbeitsvorschriften (Rabilloud 1994). Dabei werden die
Proteinproben nicht unilokular auf einen Gelstreifen der ersten Dimension
aufgetragen, sondern im Rehydratisierungsschritt vom Gel aufgenommen.
Wahrend des zwolfstiindigen Rehydratisierungsvorganges haben die Proteine die
Moglichkeit, entlang des zuvor generierten pH-Gradienten ihre Position im Gel
einzunehmen. Das darauffolgende Anlegen des elektrischen Feldes dient der

Fokussierung und damit der eigentlichen Auftrennung.



2 Fragestellung

Die Chemotherapie kann bei der Behandlung maligner Neoplasien aus vielerlei
Grinden versagen, wobei die Auspragung einer Resistenz die wichtigste Ursache
darstellt. Die Resistenz kann primar, d.h. von Anfang der Therapie bei Tumoren
vorliegen, oder sich erst sekundar im Laufe des Einsatzes chemotherapeutisch

wirksamer Stoffe entwickeln.

Die Ursache der Chemoresistenz scheint -bei Betrachtung auf der molekularen
Ebene- darin zu liegen, dalR insbesondere der Transport des Therapeutikums aus
der Zelle heraus durch evolutionar alte und unspezifische Proteine, wie dem P-

Glykoprotein, den entscheidenden Anteil am Mif3lingen der Behandlung hat.

Es bestehen Hinweise darauf, dal3 diese Mechanismen, die zur Ausbildung von
primarer und sekundarer Resistenz fuhren ahnlich, wenn nicht sogar identisch
sind. So konnte in nicht chemotherapeutisch vorbehandelten, priméar resistenten
Tumoren das P-Glykoprotein nachgewiesen werden, insbesondere in denen,
deren Ausgangsgewebe schon physiologisch mehr als andere Zellverbande P-

Glykoprotein exprimiert haben.

Andererseits konnte gezeigt werden, dal3 in Geweben, die normalerweise kein
Vorhandensein von P-Glykoprotein aufweisen, dieses -allein durch ihre maligne
Transformation- schon vor Einsatz von Chemotherapeutika auch exprimieren
(Borst 1991).

Allein fur das Studium der beteiligten Faktoren eignet sich die Untersuchung der
sekundaren Resistenz besser, da es hier eine, in Form einer chemosensitiven
Ausgangszellinie, korrespondierende Population gibt, an Hand der -im direkten
Vergleich- die Unterschiede ermittelt werden sollen, die letztlich fir die

Auspragung des resistenten Phanotyps verantwortlich sind.

Wie oben gezeigt, sind auf diese Weise zahlreiche Faktoren gefunden worden, die
zu einem kleineren wie auch gro3eren Teil an der genetischen und molekularen
Ursache der Chemoresistenz beteiligt sind. Die Entwicklung auf diesem Gebiet
zeigt, dald es sehr wahrscheinlich noch zahlreiche weitere bislang unbekannte
Aspekte gibt, die alleine, oder in Assoziation zu den schon bekannten



Mechanismen, an der Auspragung des resistenten Phanotyps beteiligt sind.

Mit der zweidimensionalen Elektrophorese im immobilsierten pH-Gradienten steht
eine wirksame Methode zu Verfigung, in einem komplexen Gemisch von
zellulareren Proteinen eine Ordnung zu finden und als deren Resultat
Proteinkarten eines Zellklones zu erstellen, die dann visuell miteinander verglichen
werden kénnen. Dies geschieht im Hinblick und zum Nachweis einer veranderten
Expression eines Genproduktes, unter der Vorstellung, daf} es sich bei dieser
Anderung um einen Aspekt der Chemoresistenz handelt.

Dabei sind Effekte einer Uberexpression, wie bei dem
vielfachresistenzassoziierten P-Glykoprotein, aber auch die Herabregulation eines

Genproduktes zu beachtet, wie das Beispiel der Topoisomerase Il zeigt.

Fur meine Arbeit standen Zellinien eines Fibrosarkomes und Mammakarzinomes,
die in vitro gegen Mitoxantron selektiert wurden, sowie Zellinien von
Magenkarzinom, Pankreaskarzinom und Kolonkarzinom zur Verfigung, die
einerseits gegen Mitoxantron, andererseits gegen Daunorubicin eine Resistenz

entwickelt hatten.

Mit dem Extrakt der zellularen Proteine der parentalen wie auch resistenten
Zellklone wurden mit Hilfe der zweidimensionalen Elektrophorese Proteinkarten

erstellt, die dann rechnergestitzt verglichen wurden.

Ziel dieser Arbeit ist es, Unterschiede in der Proteinexpression von
chemoresistenten im Vergleich zur parentalen Ausgangslinien zu finden, um auf
Proteinebene neue Faktoren zu detektieren, die mit dem chemoresistenten

Phanotyp assoziiert sind.



3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Zellproben

Fur die Durchfihrung der zweidimensionalen Elektrophorese stand Material
folgender Zellinien zu Verfigung (Tab. 1), die mir freundlicherweise von Prof. Dr.
M. Dietel (Charité) tUberlassen wurden:

Tabelle 3.1

Ausgangstumor Zellinie Selektion

Magenkarzinom EPG85-257P O
EPG85-257TRNOV Mitoxantron
EPG85-257RDB Daunorubicin

Pankreaskarzinom | EPP85-181P O
EPP85-181RNOV Mitoxantron
EPP85-181RDB Daunorubicin

Kolonkarzinom HT29P O
HT29RNOV Mitoxantron
HT29RDB Daunorubicin

Mammakarzinom MDA-MB-231P O
MDA-MB-231RNOV Mitoxantron

Fibrosarkom EPF86-079P O
EPF86-079RNOV Mitoxantron

Die von mir benutzten Tumorzellinien nach
Ausgangsgewebe und mit der entsprechenden im
weiteren Text benutzten Nomenklatur.

Die entnommenen Gewebe wurden in einem serumfreien Medium zunachst
mechanisch und dann enzymatisch mit 0,1 U/ml Kollagenase und 0,8 U/ml
Dispase (Boehringer, Deutschland) zerkleinert. Nach Zentrifugation mit 600 U/min
bei 25° C wurde das Sediment auf Kulturflaschen (Falcon, Deutschland) ausgesat.
Als Kulturmedium wurde Leibovitz L 15 (Boehringer, Deutschland) genutzt,



bestehend aus 5% Kalberserum (Biochrom, Deutschland), 500 pg Glutamin, 3,1
mg Fetuin, 40 IE Insulin, 1,25 mg Transferrin, 0,56 g NaHCO3, 5 ml essentielle
Vitamine und 250 mg Glucose (Sigma, Deutschland) auf je 500 ml.

Die Selektionierung erfolgte schrittweise Uber max. 120 Tage, beginnend mit
0,001 pg/ml mit Daunorubicin (Farnitalia, Deutschland) bis 2,4 pg/ml und fir
Mitoxantron (Cyanamid/Lederle, Deutschland) bis 0,2 pg/ml, ausgenommen fur
EPP85-181RNOQV bis 0,02 pg/ml (Dietel 1987; Dietel 1990).



3.1.2 Reagenzien

Von Sigma (Deisenhofen, Deutschland) wurden CHAPS (3-[(3-Cholamidopropyl)-

Dimethyalmino]-Propansulfat), DTT (1,4-Dimercaptobuten-2,3-Diol), Spermine und

Taurin bezogen.

Die Immobiline Il mit den pK-Werten 3.6, 4.6, 6.2, 7.0, 8.5, 9.3, Repel-Silan, Gel
Bond PAG fur Polyacrylamidgele, Pharmalyte und Ampholine im Bereich von pH 3
bzw. 3,5 bis pH 10 fir IEF, sowie die Glasplatten zum Giel3en der Gele wurden

von Pharmacia Biosystems (Uppsala, Schweden) geliefert.

Von Bio-Rad Laboratories (Richmond, USA) kamen: Bis (N-N"-Methylene-bis-
acrylamide), TEMED (N,N,N°,N"-Tetra-methyl-ethylendiamin), APS
(Amoniumpersulfat), Coomassie Brillant Blue R-250, Acrylamid, SDS

(Natriumlauryl-sulfat).

Alle anderen Chemikalien mit dem Reinheitsgrad p.A. lieferte Merk (Darmstadt,
Deutschland).

3.1.3 Gerate

Die Proteinkonzentrationsbestimmung wurde auf einem Dynatech MR 5000

Photometer durchgefuhrt.
Fur die Zentrifugenarbeiten wurde eine Eppendorf Centrifuge 5402 benutzt.

Zur pH-Messung diente das 763 Multicalimatic pH-Meter von Knick (Berlin,
Deutschland).

Die Herstellung von immobilisierten pH-Gradienten geschah in rechnergesteuerte
Biretten der Firma Desaga (Heidelberg, Deutschland). Als Steuerplattform diente
ein Apple II.

Fur die erste Dimension wurden Multiphor 1l 2117 Electrophoresis Unit als



Elektophoresekammer und fir die Stromversorgung Electrophoris Power Supply
EPS 3500 XL, beide von Pharmacia Biosystems (Uppsala, Schweden),

verwendet.

Die Gele der zweiten Dimension wurden in der Protean™ Il Multi-Gel Casting

Chamber von Bio-Rad Laboratories (Richmond, USA) gegossen.

Die Auftrennung der Gele entsprechend ihrer Molekulargewichte fand in der
Protean Il Multicell Elektrophoresekammer von Bio-Rad Laboratories (Richmond,
USA) statt. Die Stromversorgung lieferte ein Power PAC 350 System, ebenfalls

von Bio-Rad. Die Kiihlung besorgte ein colora FK350 Flussigkeitsumwalzer.

3.2 Methodik

3.2.1 Zweidimensionale Elektrophorese im immobilisierten pH-Gradienten

3.2.1.1 Aufarbeitung der Zellen

Pro Gefal3 werden 3 ml eines Losungspuffers bestehend aus 9 M Harnstoff, 4%
CHAPS, 20 mM Spermine, 40 mM DTT und 0,4% Pharmalyte (40%) auf den
Zellrasen pipettiert. Nach 45 Minuten besténdiger Aequilibrierung des Ansatzes
wurde dieser abpipettiert und je Zellinie in einem Zentrifugenréhrchen gepoolt und
15 Minuten im Coulter Mixer geschiuttelt. Die Losung wird zu je 1 ml Aliquots auf
Eppendorfhitchen verteilt und eine Stunde lang bei 4°C mit 14000 U/min

zentrifugiert.

Es folgt eine photometrische TCA-Proteinkonzentrationsbestimmung mit dem
Dynatech MR5000. Nicht zum sofortigen Gebrauch benétigte Lésungen werden zu

diesem Zeitpunkt bei -80° C eingefroren.



3.2.1.2 Erstellen der Gele fur die erste Dimension mittels eines rechnergestitzten
Programms zur Generierung des pH-Gradienten

Die Polyacryamid-Gele fur die erste Dimension werden als 180x160x1 mm
gro3e Platten auf einem Trager-Gel-Bond PAG erstellt. Das Giel3en erfolgte mit
Hilfe dreier rechnergesteuerter Blretten, von denen die erste die saure und die
zweite die basische Ldsung enthielt. Die dritte Bulrette enthielt 2,5 %

Amoniumpersulfat zur Polymerisation.

Die Gele werden bei 50° C eine Stunde lang auspolymerisiert und zur Beseitigung
von Immobilinresten in 2 % Glycerin fur jeweils 20 Minuten gewaschen,
anschlieBend getrocknet, in 160 x5 mm messende Streifen geschnitten und bei -

20° C eingefroren.

Tabelle 3.2

Birette 1 Burette 2 Burette 3
pH=4,0 pH=38,0

Immobiline pK 3,6 4515 (11 0l

Immobiline pK 4,6 1945 [l 369001011

Immobiline pK 6,2 1805 0l 2395 0l

Immobiline pK 7,0 900 (11 945 1l

Immobiline pK 8,5 1300 0l 2230 0l

Immobiline pK 9,3 ol 1920 0l

T30C2.7 13,4 ml 13,4 ml

KBr (30%) 30,66 ml 8,34 ml

1 M Tris-Mops 14,4 ml 12,5 ml

Temed 172 1 150 0l

Amoniumpersulfat 1lg

Volumen 115 ml 100 ml 50 ml

Arbeitsprotokoll zur Erstellung einer Charge Gele fur die
erste Dimension. Burette 1 enthielt die Lésung fur den
sauren, Blurette 2 die fir den basischen pH-Bereich.
Burette 3 enthielt das zur Polymerisation notwendige
Amoniumpersulfat.



3.2.1.3 Vorbereitung fur die Elektrophorese der ersten Dimension

Die Gelstreifen wurden in einer 5% Glycerin-Losung erneut gewaschen und

anschlieBend fir 12 Stunden im Kaltluftstrom getrocknet.

Nach Einlegen der Gelstreifen in die Quellkammer nach Rabilloud wurden von den
zuvor erstellten Zellinienlosungen Aliquots gebildet, die jeweils 1,5 mg Protein
enthielten und mit 9 M Harnstoff, 4% Chaps, 20 mM Spermine, 40 mM DTT auf
1050 pl aufgefillt wurden. Zu diesem Ansatz kamen je 10 ul 0,4 % Pharmalyte pH
3-10, Ampholine pH 3,5-10, 0,2% NP-40(20%), 0,1% Na-taurodesoxycholat
(10%)und 0,01% Orange G (10mg/ml) dazu. Die Rehydrierung der Gelstreifen
erfolgte tber einen Zeitraum von 12 Stunden (Gelfi 1984).

Fur die praparativen Laufe wurden pro Gel 5 mg Protein aufgetragen.

3.2.1.4 Starten der ersten Dimension

Die Gele wurden aus der Quellkammer genommenen und die Uberschissige
Proteinlosung abgetupft. Nach Einlegen in die Elektrophoresekammer (Multiphor I
2117 Electrophoresis Unit), stellte angefeuchtetes Filterpapier auf den Gelenden
den elektrischen Kontakt her und gegen das Austrocknen der Gele schitzte eine

ausreichend dicke Schicht Paraffin.

Das Elektophoreseprogramm (Electrophoris Power Supply EPS 3500 XL) wurde

gestartet:



Tabelle 3.3

Spannung in V Zeit in Minuten | = const. 5 mA
150 30
300 150
700 30
1500 30
2000 30
3000 540

Elektrophoreseprogramm fur die erste Dimension. Die
Spannung wird langsam erhdht, um unerwinschte
starkere lonenbewegungen im Gel zu vermeiden.
Anschlie3end werden die Proteine fur 9 Stunden bis zum

Erreichen der 60 kVh fokussiert.

3.2.1.5 Erstellen der Gele fir die Elektrophorese der zweiten Dimension

Zur Herstellung der linearen 12% Polyacrylamidgele der zweiten Dimension kam
eine Protean™ Il Multi-Gel GieRkammer fir 10 Gele zu 2mm Stérke, zur

Anwendung.
Tabelle 3.4
Acrylamid 84q
Bis 2,249
1,002M Tris Puffer 117ml
0,6M HCI 117ml

Der Ansatz wird mit aqua. dest. auf 700 ml
aufgefullt und eine halbe Stunde lang mit Hilfe
einer Wasserstrahlpumpe entgast.

Kurz vor dem GielRvorgang werden zugesetzt

TEMED 350l
SDS(4%) 17,5ml
APS(40%) 350l

Arbeitsprotokoll zum Gief3en von zehn Gelen fur die
zweite Dimension



Nach dem GielRvorgang wurden die Gele mit wassergesattigten Butanol
Uberschichtet und wahrend eines Zeitraumes von 12 Stunden bei

Zimmertemperatur auspolymerisiert.

3.2.1.6 Starten der Elektrophorese der zweiten Dimension

Die Gelstreifen der ersten Dimension wurden in 6 M Harnstoff, 30% Glycerin, 0,15
M Bis/Tris-Buffer, 0,1 M HCI, 2,5% SDS und 10 mM DTT zweimal fur je 10
Minuten aquillibriert und anschlielend an die freie Kante der Gele der zweiten

Dimension angelegt.

Fur die nahtlose Verbindung der Gele sorgte eine erhitzte Versiegelungslésung,
bestehend aus 1% Agarose, 0,2% SDS, 0,15 M Bis/Tris-Puffer und 0,1 M HCI. Zur
Kenntlichmachung der Proteinlauffront in der Elektrophorese wurde der
Versiegelungslosung als Marker etwas Bromphenolblau zugesetzt. Nach dem
Erkalten der L6sung konnten die Gele in den Dalt Tank eingesetzt werden. Fr die
Anode kam ein auf 4°C gekihlter Standard Laemmli Puffer fiur SDS-PAGE zur
Anwendung; der Kathoden-Puffer enthielt 0,1 M Tris, 0,1 M Taurine und 0,1%
SDS. Der Ansatz fiur einen zehnfach konzentrierten Anodenpuffer bestand aus
0,1% SDS, 14,4% Glycin und 3% Tris. Die Elektrophorese wurde bei 4° C Uber
eine Stunde mit konstant 25 V und dann bis zum erreichen des Gelendes mit
40mA/Gel durchgefuhrt.

Hatte die Bromphenolblaufront das Gelende erreicht, konnten die Gele in 50%

Ethanol und 2% Phosphorsaure fur 12 Stunden fixiert werden.



3.2.1.7 Farben der Gele

Nach grindlichem Waschen in destillierten Wasser, sind die Gele nach Neuhoff in
17% Ammoniumsulfat, 3% Phosphorséure, 34% Methanol fir eine Stunde
inkubiert und anschlielen dazu 1g Coomassie Blue, das zuvor in 250 ml Neuhoff-
Ldsung solubilisiert und abfiltriert wurde, gegeben worden (Neuhoff 1988). Nach
drei Tagen im Farbebad konnte Uberschissiges Coomassie Blau mit destilliertem

Wasser ausgewaschen werden.
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Abbildung 3.2.1

Schematische Darstellung der Arbeitsschritte 3.2.1.2 bis 3.2.1.6
im Text.

3.2.2 Auswertung der Gele mit PDQUEST™

Nach dreitdgigem Farbebad und einem weiteren Tag in Aqua destillata zur

Ausdiffussion von tUberschiissigem Coomassie Blue, konnten die Gele der zweiten



Dimension der rechnergestizten Auswertung zugefuhrt werden. Zur Anwendung
kam das PDQUEST™-System von pdi, welches weltweit auch in zahlreichen
anderen Arbeitsgruppen grof3ere Verbreitung gefunden hat (Garrels 1989; Blose
1985)

Als Arbeitsplattform diente eine Sun SPARC Workstation und in der Peripherie ein
DeskTop™ Scanner. Unter Solaris 2.1 mit OpenWindows™ als graphische
Benutzeroberflache, wurden mit PDQUEST™ alle weiteren Operationen

vorgenommen.

3.2.2.1 Einscannen der Gele

Fur die Grauwertkalibration des Scanners diente ein Kodak Step Tablet No.
312ST114 im roten Wellenlangenbereich.

Der eigentlichen Scanvorgang wurde unter folgenden Bedingungen durchgefihrt:

1.) Es wurde der fur die Coomassie Blue vorgesehene Wellenldngenbereich des
Rotlichtes gewahlt.

2.) Die optische Dichte als der dekadische Logarithmus des Quotienten von
abgegebener zur aufgenommenen Lichtintensitat wurde auf Werte von 0.0 bis 2.0
eingestellt.

3.) Die PixelgréRe betrug 127 x 127 pm.



3.2.2.2 Proteinspot Erkennung

PDQUEST ™ bietet ein Verfahren zur automatischen Erkennung der angefarbten
Proteinspots an, das sich zum Teil benutzerdefiniert einrichten laldt. Fur die Gele

der zweiten Dimension wurden folgende Optionen genutzt:

1.) Arbeitsschritt: Averaging Smooth

Eine Prozedur in der Stérungen des Hintergrundes und nicht fokusiertes Protein

entfernt werden.
2.) Arbeitsschritt: Remove Background

Ein von pdi entwickeltes Verfahren, um den schwach gefarbten Hintergrund von
den eigentlichen Spots abzuziehen. Dabei wird das Gel in vertikalen Saulen durch
eine rotierende Scheibe abgetastet. Es ergibt sich eine Dichtemessung mit
Maximal- und Minimalwerten. Verbindet man die Basis aller Maximalwerte zu
einem Graphen, werden alle Werte unterhalb des Graphen als Hintergrund
definiert und rechnerisch subtrahiert (Abb. 3.2.1). Der Radius der Mel3scheibe laf3t
sich den individuellen Verhéltnissen der Gele anpassen. Ein sehr klein gewahlter
Radius entfernt den Hintergrund sehr zuverlassig, allerdings mit der Gefahr sehr
schwach gefarbte Spots ebenfalls zu eliminieren. Ein grof3er Radius bereitet bei
der spateren Auswertung Probleme, da der Hintergrund nur ungentigend entfernt
wird (Abb. 3.2.2).
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Abbildung 3.2

Die Mel3scheibe verbindet die Basen der Dichtespur zu einer
Hintergrundspur unter der alle optischen Dichten subtrahiert
werden (Mod. n. PDQUEST™ Users’s Guide).
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Abbildung 3.3

Je nach Grol3e des abtastenden Radius der Mel3scheibe
erhalt man ein unterschiedliches Gelimage. Die Optimierung
des Radius ist fur die optimale Auswertung der Gele von
entscheidender Bedeutung (Mod. n. PDQUEST™ Users’s
Guide).

3.) Arbeitsschritt: Processing the Gel Image

Im nachsten Arbeitsschritt wird ein Abbild des Uberarbeiteten Scans erstellt. In

diesem sogenannten Gel Image werden ab jetzt alle weiteren Operationen



durchgefuhrt.

4.) Arbeitsschritt: Detect Spots

Fur jede Quantitat oberhalb des rechnerisch subtrahierten Hintergrundes wird ein

Mittelpunkt bestimmt und dieser dann als Spot definiert.

5.) Arbeitsschritt: Fit all Spots

Fur jeden Spot werden x- und y-Koordinaten bestimmt und gemafR dem
Normalverteilermodell nach Gaul3 die assoziierten Parameter x-sigma und y-

sigma sowie HOhe bestimmt und als Spotinformation abgespeichert.

Der oben beschriebene Vorgang vermag einen grol3en Anteil Proteinspots
automatisch zu erkennen. Trotzdem muf3 in jedem Fall manuell nachgearbeitet
werden. Artefakte auf dem Gel, nicht vollstandig entfernte horizontale und vertikale
Streifen, sehr dicht beieinander liegende oder sehr grof3e Spots werden haufig
nicht richtig eingeordnet bzw. nicht erkannt. Von der Gesamtzahl erkannter Spots
missen noch ca. 15 bis 20 % als falsch bzw. doppelt gesetzte abgezogen werden.
Ca. 3-5% werden nicht als Spot erkannt und missen manuell gesetzt und
eingepaldt werden, bzw. bei etwa 2% mul3te nur die Einpassung nach Gaul3 -bei

falsch eingesetzter Spotmitte- wiederholt werden.

3.2.2.3 Erstellen eines Matchsets

AnschlieRend wird aus den drei Laufen der zweiten Dimension ein virtuelles
Standardgel erstellt, dal3 die Informationen aller drei Gele enthélt. Dies wird fir

alle Zellinien der Ausgangs- und der resistenten Reihe gleichermal3en



durchgefuhrt. Nur auf der Ebene der jeweiligen Standard-Gele lassen sich mit
PDQUEST™ die Auswertungsfunktion nutzen.

Die Vorgehensweise ist wie folgt:

Von einem der drei Gel Images wird eine Kopie erstellt, die die Information des
ursprunglichen Gel Images und das der beiden anderen in sich vereint. Das
Standard Gel Image dient dazu, Anderungen fiir alle Gele vorzunehmen und
vergleichende Informationen abzurufen. Die Zusammenfassung der drei Gele in
den Standard ist der Versuch, alle drei Laufe zur Deckung zu bringen. Zunéachst
wahlt man einige charakteristische Spots aus, die man gleichsam auf dem
Standard wie auf den Gel Images markiert. PDQUEST nutzt diese sog.
Landmarks als Fixpunkte und mit der Aufforderung ,Match all Gels to Standard"
kénnen weiter unmarkierte Spots zur Deckung gebracht werden. Der Vorgang aus
Landmark setzten und matchen wird solange wiederholt, bis alle matchfahigen
Spots ihre Entsprechung im Standard finden. Den erkannten Spots werden

automatisch Ubereinstimmende Nummern zugewiesen.

Das Endprodukt ist ein sog. ,lower level matchset', dessen Standard die
Informationen dreier Gele einer Zellinie enthalt. Um zwei Zellinien miteinander zu
vergleichen, mussen die Spot-Quantitaten normalisiert werden und ein ,higher
level matchset* erstellt werden. Normalisierung bedeutet, das die Quantitat eines
einzelnen Spots dividiert wird, durch die Quantitat aller auf dem Gel enthaltenen.
Die Ausgabe des Wertes erfolgt in parts per million; somit lassen sich Gele
untereinander quantitativ vergleichen. Das , higher level matchset® setzt sich aus
zwei oder mehr ,lower level matchsets® zusammen. Auch hier wird ein Standard
Image erstellt. Der Matchvorgang kann aber direkt in den Standard Images
erfolgen.

Fur die Kontrolle der Qualitat von 2-D-Elektrophorese und dem Match-Vorgang

stehen mehrere Hilfsmittel zu Verfiigung:

1.) Nach Normalisierung und Matchen, bietet PDQUEST™ die Moglichkeit, die

Quantitaten eines Gels (Abszisse) gegen die eines anderen Gels (Ordinate)



aufzutragen und den Korrelationskoeffizienten zu berechnen (vgl. Abb. 5.1.1).

2.) Es existieren weiterhin mehrere Menus, die es ermdglichen, nicht markierte
oder nur teilweise in das Matchset aufgenommene Spots herauszufiltern, um

gezielt etwaige Fehlzuordnungen zu erkennen und zu beheben.

3.)) PDQUEST™ bietet die Méglichkeit, sich die Abweichungsvektoren aller
Spotpositionen in einem Matchset im einzelnen Gel sichtbar zu machen. 2-D-Gele
sind nie vollig deckungsgleich. Abweichungen ergeben sich aus Inhomogenitéaten
wahrend des GielBvorganges in der zweiten Dimension, minimale
Laufzeitanderungen oder Storungen in der Elektrophorese und schlie3lich durch
divergierender Wahl des Ausschnitts beim Scannvorgang. Die Richtung und die
GroRRe der Abweichung laR3t sich im Verhaltnis zum Standardgel, dessen Spots als
relativer Fixpunkt dienen, graphisch darstellen. Die Aussagekraft der Offsets
besteht darin, die wéhrend des Matchvorgangs falsch zugeordneten Spots
sichtbar zu machen. Die Abweichungsvektoren sind regional immer gleich
ausgerichtet, Uberkreuzen sie sich aber, so deutet dies auf einen Fehler in der
Spotzuordung hin (vgl. Abb. 3.2.3).

Standard Gel el des hlatchsets

O ©
5> 2 265> 2

—e

Abbildung 3.3

In einem Gel des Matchsets ist die Spotzuordnung zum
Standard falsch erfolgt. Um in einer unubersichtlichen Menge
an Spots dieses zu erkennen, lassen sich die



Abweichungsvektoren relativ zu den Spots des Standards als
Offsets darstellen. Eine Uberkreuzung der
Abweichungsvektoren deutet auf eine Fehlzuordnung hin
(Mod. n. PDQUEST™ Users’s Guide).

Sind die Matchsets der einzelnen Zellinien erstellt, bietet PDQUEST™ mehrere

Verfahren zur Datenanalyse, die je nach Fragestellung zur Anwendung kommen.

1.) Auswertungsmenii: Qualitative User Analysis Set

Hier kdnnen ON/OFF-Phadnomene selektiv dargestellt werden. Anders als bei
der Darstellung nicht gematchter Spots, werden hier korrespondierend
Spotpaare verglichen. Der Faktor, um welchen sich die Quantitaten

unterscheiden sollen, ist frei wahlbar.
2.) Auswertungsmenu: Quantitative User Analysis Set

Es werden entweder zwei unterschiedliche Gele oder definierbare Gelgruppen
nach quantitativen Gesichtspunkten untersucht. Der Multiplikator ist von 0.01
bis 10.00 frei wahlbar.

3.) Auswertungsmenu: Boolean User Analysis Set

Zwei unter 1.) und 2.) erstellte Sets kénnen mit diesem Menl verknUpft
werden. Zur Darstellung kénnen dann die Spots kommen, die in beiden
insgesamt, in beiden gemeinsam oder nicht in beiden gemeinsam vorhanden

sind.

4.) Auswertungsmenu: Statistic User Analysis Set

Die Analyseverfahren unter 1.) bis 3.) betrachten immer das Einzelgel im
Vergleich zu einem anderen, auch wenn man mehrere Gele zu einer Gruppe
zusammengefaldt hat. Um der Relevanz einer Quantititditsanderung in einer
Gruppe von Gelen beurteilen zu kénnen, steht Student’s T-Test bzw.- ein
Man-Whitney-Test zur Verfiigung. Das Konfidenzintervall 1ai3t sich festlegen.
Fur alle durchgefiihrten Analysen wurde der Student’s T-Test benutzt, wobei

fur p< 0,05 gesetzt war.
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Abbildung 3.4

Ubersicht der Arbeitschritte im PDQUEST-System. Ausgehend von
einer Charge von drei Gelen der zweiten Dimension flir die parentale
und die ein oder zwei Chargen der resistenten Zellinien, stehen am
Ende die Ergebnisse zu den Fragen der ON/OFF Phénomene bzw.
der Hoch-/Herabregulation einzelner Proteine.

3.2.3 Sequenzierung der in der zweidimensionalen Elektrophorese ermittelten
Proteine

Die Proteinspots in den praparativen Laufen der zweidimensionalen
Elektrophorese wurden direkt aus dem Gel ausgeschnitten. Die anschlie3ende

Auslésung aus dem Gel, enzymatische Hydrolyse, Massenspektrophotographie



und nachfolgende Sequenzierung mit Micropore-HPLC wurden von der WITA
GmbH (Deutschland) durchgefiihrt (Ubersicht in Jungblut 1996)



4 Ergebnisse

4.1 Magenkarzinom

Das Standardmatchset der parentalen Magenkarzinomzelline EPG85-257P
enthielt 393 Proteinpunkte (Abb. 4.1.1), die resistenten Zellinien EPG85-257RNOV
221 (Abb. 4.1.2) und EPG85-257RDB 281 Spots (Abb. 4.1.3). Von diesen konnten
bei der mit Mitoxantron selektionierten 189 (85%) und bei der mit Daunorubicin
selektionierten Zellinie 231 (82%) dem parentalen Standard zugeordnet werden.
Neu in EPG85-257RNOV aufgetreten waren acht Proteinspots und in EPG85-
257RDB drei Proteinspots, wobei der Spot 4302 sowohl in EPG85-257RDB, als

auch in EPG85-257RNOV zu finden war.
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Abbildung 4.1.1

Standardimage der parentalen Magenkarzinomzellinie EPG85-257P.
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Abbildung 4.1.2

|| 6002

Standardimage der mit Daunorubicin selektionierten
Magenkarzinomzellinie EPG85-257RDB.
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Abbildung 4.1.3
Standardimage der mit Mitoxantron selektionierten
Magenkarzinomzellinie EPG85-257RNOV.
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Abbildung 4.1.4




Detailansicht mit den nichtmatchbaren Spots 1003, 2001 und 3003 in
EPG85-257RNOV. Spot 1003 stellt sich in der Sequenzierung als
Thioredoxin dar. Fir Spot 3003 konnten zwei Sequenzen ermittelt
werden, die aber keinem bekannten Protein zuordnenbar sind. Spot
2001 konnte nicht sequenziert werden.

Fur das Protein 1003 (Abb. 4.1.4) konnte die Sequenz Thr-Ala-Phe-GIn-Glu-Ala-
Leu-Asp-Ala-Ala-Gly-Asp-Lys ermitteltund damit eindeutig als Thioredoxin (TRX)

identifiziert werden.

Dagegen konnten bei Spot 3003 (Abb. 6) zwei Sequenzen ermittelt werden;
allerdings blieb eine Datenbankrecherche nach einer bekannten
korrespondierenden Sequenz erfolglos. Das beste Match fand sich mit 69,8%
Aminosaurenubereinstimmung fur ADP-Ribosylationsfaktor-1, einem Protein aus
der Familie der GTP-bindenden Proteine, die am intrazellularen Proteintransport
im Zusammenhang mit dem Golgi Apparat beteiligt sind.

Bei der nur geringen Ubereinstimmung von knapp 70% zu ADP-
Ribosylationsfaktor 1 ist es sehr wahrscheinlich, dal3 es sich bei Protein 3003 um
ein bislang unbekanntes Protein handelt.
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Abbildung 4.1.5

Detailansicht von Spot 4302, der sich sowohl in der gegen
Mitoxantron als auch Daunorubicin resistenten Zellinie nachweisen
lieR. Die Sequenzierung ergab, dalR es sich hierbei um Annexin-1
handelt.

Fur Proteinspot 4302 (Abb. 4.1.5) konnte die Sequenz Asp-Leu-Glu-Leu-Lys
ermittelt werden; mit den Daten aus der Massenspektrographie ergab sich ein



eindeutiges Match mit Annexin-1 (Al).

Al hemmt durch Inhibition der Autophosphorylation die Insulinrezeptor Protein-

Tyrosin-Kinase (Melki 1994).

Abbildung 4.1.6

Detailansicht der Spots 4104 und 4105, die sich nur in
der mit Daunorubicin selektionierten

Magenkarzinomzellinie fanden.

Die Spots 4104 und 4105 (Abb. 4.1.6) wurden auf Grund von Uberlagerungen

benachbarter Proteinpunkte in der praparativen zweidimensionalen
Elektrophorese verdeckt und konnten damit einer Sequenzierung nicht zugefuhrt

werden.

- e
k]
- L

-
-

-

Abbildung 4.1.7

Detailansicht des Proteinspots 3502 in der mit Daunorubicin
selektionierten Magenkarzinomzellinie.

Auch Spot 3502 (Abb. 4.1.7) war in der praparativen zweidimensionalen

Elektrophorese nicht mehr zu reidentifizieren.
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Abbildung 4.1.8

Detailansicht der Spots 8201 und 9202, die sich nur in der mit Mitoxantron
selektionierten Magenkarzinomzellinie fanden.

Fur die Spots 8201 und 9202 (Abb. 4.1.8) wurden nach Spaltung mit LysC und

Trennung der Peptide per Mikro-HPLC Sequenzierungsversuche unternommen,
die aber ohne Erfolg blieben.
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Abbildung 4.1.9

Detailansicht von Spot 1205, der sich nur in der mit Mitoxantron
selektionierten Magenkarzinomzellinie fand.

Auf Grund von Mengenproblemen konnte fur den Spot 1205 (Abb. 4.1.9) nach
Spaltung mit LysC keine Peptidsequenz erstellt werden.
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Abbildung 4.1.10

Proteinspot 6002, der sich sowohl in der mit Mitoxantron als auch mit
Daunorubicin selektionierten Magenkarzinomzellinie fand, zeigt in der
parentalen eine deutlich héhere Expression als in den resistenten
Zellinien.

4.2 Kolonkarzinom

Nach der zweidimensionalen Elektrophorese mit den Zellinien HT29P,
HT29RNOV und HT29RDB konnten fur jede Zellinie Standard Images erstellt
werden, von denen das der parentalen Kolonkarzinomlinie 393 Proteinspots (Abb.
4.2.1), das der mit Mitoxantron selektionierten 221 (Abb. 4.2.2) und das der
Daunorubicin selektionierten 281 enthalt (Abb. 4.2.3). Nach Erstellung des
Matchsets konnten der parentalen Linie 231 (82%) von HT29RDB und 189 (85%)
Spots von HT29RNOV zugeordnet werden. Die Spots 3201 und 405 fanden sich
nur in der mit Mitoxantron selektionierten, wogegen die Spots 105, 9802, 8204,
8101 und 8204 sich nur in der mit Daunorubicin selektionierten Zellinie
nachweisen lieRen. Es fanden sich fernerhin zahlreiche Proteinspots in beiden
resistenten Zellinien, die eine vermehrte bzw. verminderte optische Dichte zeigten,

ohne jedoch eine deutliche Signifikanz zu zeigen.
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Abbildung 4.2.1

Standard Image der parentalen Kolonkarzinom Zellinie HT29P.
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Abbildung 4.2.3

Standard Image der mit Daunorubicin
selektionierten Kolonkarzinom Zellinie
HT29RDB.

* HTZORHOV

Abbildung 4.2.4

Detailausschnitt mit dem nicht in der parentalen
Zellinie vorhanden Spot 3201 (Adenin-
Phosphoribosyltransferase).

Nach interner Spaltung mit Trypsin konnten in der HPLC fur den Spot 3201 (Abb.
4.2.4) funf Massen im Reflectron nachgewiesen werden. Die Sequenz ergab Ala-
Ala-lle-Gly-Leu-Leu Ala-Arg; die Interpretation war eindeutig: Es handelt sich um

Adenin-Phosphoribosyltransferase.



Abbildung 4.2.5

HT25F . HT25ECW .

Detailausschnitt mit dem nicht in der
parentalen Zellinie vorhanden Spot 405. Ein
Sequenzierungsversuch wurde nicht
unternommen.
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Abbildung 4.2.6

Detailausschnitt mit dem nicht in der parentalen Zellinie
vorhanden Spots 9802/9702.
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Abbildung 4.2.7

Detailausschnitt mit dem nicht in der parentalen
Zellinie vorhanden Spot 105 fir den in der
Sequenzierung eine enge Homologie zu BCSG-1
nachgewiesen werden konnte.

Fur den Spot 105 (Abb. 4.2.7) fanden sich nach interner Spaltung mit Trypsin in
der HPLC 3 bis 5 Massen im Refectormode. Die Zuordnung war nicht eindeutig

maoglich. Es konnten zwei Sequenzen ermittelt werden:

1.) Glu-Gly-Val-Val-Gly-Ala-Val-Glu-Lys mit acht Aminosauren Homologie zu
humanen BCSG-1.

2.) Gly-Phe-Ser-lle-Ala-Lys mit sechs Aminosauren Homologie zu humanen
BCSG-1.

Da es zu BCSG-1 kein 100% Match gab, liegt die Vermutung nahe, dafl3 es sich
um ein eng verwandtes, noch nicht vorbeschriebenes und daher unbekanntes

Protein handelt.

In der praparativen zweidimensionalen Elektrophorese konnte nur der Spot 9802
(Abb. 4.2.6) zur Sequenzierung dargestellt werden. Fur diesen fanden sich nach
interner Spaltung mit LysC keine Spitzen im Massenfingerabdruck: Eine
Identifizierung von Spot 9802 war damit nicht moglich.
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Abbildung 4.2.8

Detailausschnitt mit dem nicht in der parentalen Zellinie
vorhanden Spots 8101/8204.

Die beiden Spots 8101/8204 (Abb. 4.2.8) konnten im préparativen Lauf auf Grund
von Uberlagerungen benachbarter Proteine nicht mehr reidentifiziert werden. Ein

Sequenzierungsversuch wurde nicht unternommen.

4.3 Pankreaskarzinom

Der Standard der Ausgangszellinie vom Pankreaskarzinom enthielt 499
Proteinspots (Abb. 4.3.1), der Zellinie EPP85-181RNOV 316 (Abb. 4.3.2) bzw. 164
fur EPP85-181RDB.

198 (63%) Proteinspots der mit Mitoxantron selektionierten Zellinie lieRen sich
dem Standard zuordnen, dagegen nur 117 (71%) fur EPP85-181RDB. Auf Grund
des schlechten Matchergebnisses ist es auch zu erklaren, daf’ fur diese Zellinie
kein eindeutiger Hinweis auf eine klare Hochregulation eines Proteines zu finden

war.
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Abbildung 4.3.1

Standardimage der parentalen Pankreaskarzinomzel

linie EPP85-181P.
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Abbildung 4.3.2

Standardimage der mitoxantronselektionierten Pankreaskarzinomzellinie EPP85-
181RNOV.

Fur die EPP85-181RNOV Zellinie konnten 19 Hinweise flr eine Hochregulation
um mehr als das zweifache gefunden werden, von denen aber nur bei zweien eine
Signifikanz bestand (Spots 205 und 6000). Proteinspot 6000 zeigte allerdings
auch in der daunorubicinresistenten Zellinie einen vermehrtes Vorkommen. Klar
und gut abgrenzbar war der Spot 6002 in EPP85-181RNOV. Fir die
Sequenzierung konnten alle drei vorgenannten Spots im préaparativen Lauf erkannt

und isoliert werden.
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Abbildung 4.3.3

Detailansicht vom Proteinspot 6002 der sich nur in der mit Mitoxantron
selektionierten Pankreaskarzinomzellinie fand.

Die Sequenzierung von 6002 (Abb. 4.3.3) ergab die Aminosaurenabfolge Glu-Leu-

Gly-Val-Gly-lle-Ala-Leu-Arg und konnte damit als fettsaurebindendes Protein

(FABP) identifiziert werden.
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Abbildung 4.3.4

Proteinspot 205 fand sich in der mit Mitoxantron selektionierten
Pankreaskarzinomzellinie signifikant vermehrt im Gegensatz zur
parentalen Zellinie. Die Sequenzierung zeigte, dal3 es sich um Stratifin

handelt.
Fur Spot 205 (vgl. Abb. 4.3.1 u. 4.3.2) fand sich in der mitoxantronresistenten
Zellinie eine Erhohung der optischen Dichte um mehr als das doppelte (Abb.
4.3.4). Die Sequenz fur Spot 205 war klar detektierbar und bestand aus Gly-Asp-
Tyr-Tyr-Arg-Tyr-Leu-Ala-Glu-Val-Ala-Thr. Sie ergibt ein 100% Match zu Stratifin.
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Abbildung 4.3.5

Proteinspot 6000 fand sich sowohl in der mit Mitoxantron als auch
Daunorubicin  selektionierten Pankreaskarzinomzellinie signifikant
vermehrt im Gegensatz zur parentalen Zellinie. Die Sequenzierung
zeigte, dal3 es sich um Cofilin handelt.

Proteinspot 6000 (vgl. Abb. 4.3.1 u. 4.3.1) zeigte sowohl in der mit Mitoxantron als
auch in der mit Daunorubicin selektionierten Pankreaskarzinomzellinie einen

Anstieg der optischen Dichte um mehr als das Doppelte (Abb. 4.3.5).

Fur den Proteinspot 6000 ergab sich die Sequenz Tyr-Ala-Leu-Tyr-Asp-Ala-Thr-
Tyr-Glu-Ser-Lys und konnte damit eindeutig als Cofilin identifiziert werden.

4.4 Fibrosarkom

Das Standard Image der parentalen Fibrosarkomlinie enthalt 391 Proteinspots
(Abb. 4.4.1), das der mit Mitoxantron selektionierten 463 (Abb. 4.4.2). Nach
Erstellung des Matchsets lie3en sich 347 (75%) Spots davon beiden zuorden.

Fur vier Proteinspots der resistenten Zellinie zeigte sich kein Aquivalent in der
parentalen Linie. Eine signifikante Anderung der optischen Dichte konnte bei zwei

Spots im Sinne einer vermehrten
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Abbildung 4.4.1

Standard Image der parentalen Fibrosarkomlinie EPF86-079P.



-~ » pH4,0-50 = -

S

[

3811

=]

Ell

Ell

—_ [EN} (2N}
=]
] ~1 k=

421

Abbildung 4.4.2

Standard Image der Mitoxantron selektionierten Fibrosarkomlinie EPF86-
079RNOV.

Expression und in einem Fall als verminderte Expression in der Zellinie EPF86-
079RNOV nachgewiesen werden.

Fur den Proteinspot 1202 (Abb. 4.4.3) konnten nach interner Spaltung mit Trypsin
in der HPLC vier schwache Massenfingerabdriicke im Reflectormode detektiert
werden. Es fanden sich zwei Sequenzen: 1.) Tyr-Val-Glu-His-Thr-Tyr-Arg mit einer
100% Homologie von sieben Aminosauren und 2.) X-Leu-Leu-Gly-Asp-Val-Pro-
Val-Val-Ala-Asp-Pro  mit neun Aminosduren Homologie zu RHO-GDP-

Dissoziations Inhibitor-B. Es handelt sich bei Spot 1202 zweifelsfrei um RHO-



GDP-Dissoziations Inhibitor-f3.
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Abbildung 4.4.3

Detailausschnitt mit dem nicht in der parentalen Zellinie vorhanden Spot 1202.
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Abbildung 4.4.4

Detailausschnitt mit dem nicht in der parentalen Zellinie vorhanden Spot 7301.

Nach interner Spaltung mit LysC zeigten sich sechs Massen im Reflectron, die
Messung konnte allerdings nicht wiederholt werden. Es konnte ein Polypeptid von
12 Aminosauren Lange identifiziert werden, dessen Sequenz aber nicht
durchgéangig lesbar war (X-Ser-Ala-X-Glu-Glu-Ala-Asn-X-Arg-Pro). Die gefundene
Sequenz ist in der Zuordnung eher unsicher, als bestes Match fand sich YER7-

Yeast; es handelt sich eventuell um ein unbekanntes Protein.
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Abbildung 4.4.5

Detailausschnitt mit dem nicht in der parentalen Zellinie vorhanden Spots 3307/3309.

Die Proteinspots 3307 und 3309 (Abb.4.4.5) konnten in der praparativen
zweidimensionalen Elektrophorese nicht mehr reidentifiziert werden; es bestanden
ausgedehnte Uberlagerungen mit benachbarten angefarbten Proteinen, so daf

ein Sequenzierungsversuch unterblieb.

Protein 3811 Protein 4201
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079RHOV 079RHOV 127
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079P 079P
A o 1000 2000 3000 4000 B o 2000 4000 6000 so00 10000
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Abbildung 4.4.6

Veranderung der optischen Dichte bei Proteinspot 3811 (A) und 4201
(B) in der mit Mitoxantron selektionierten Fibrosarkomzellinie. In
beiden Féllen fand sich in der resistenten Zellinie eine signifikante
Erh6éhung der O.D.
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Abbildung 4.4.7

Veranderung der optischen Dichte bei Proteinspot 8304 (A) und 8205
(B) in der mit Mitoxantron selektionierten Fibrosarkomzellinie. In
beiden Fallen fand sich in der resistenten Zellinie eine signifikante
Verminderung der O.D.

Fur die Proteinspots 3811 und 4201 (Abb. 4.4.6) bestand eine signifikant
vermehrte optische Dichte bzw. fur die Spots 8304 und 8205 (4.4.7) eine
verminderte O.D. in der chemoresistenten Zellinie. Ein Sequenzierungsversuch

wurde fur keinen der Spots unternommen.

45 Mammakarzinom

Das Standardimage der parentalen Mammakarzinomzellinie enthielt 597
Proteinspots (Abb. 4.5.1). Zu diesem lieRen sich 178 von 218 (81%) aller Spots
der resistenten Linie vergleichen (Abb. 4.5.2). Der Spot 6001 fand sich nur in der
resistenten Zellinie MDA-MB-231RNOV. Spot 6201 zeigte eine signifikante
Hochregulation bzw. Spot 5601 eine Herabregulation in der Mit mitoxantron
selektionieten Mammakarzinomzellinie in Hinblick auf die verglichenen optischen
Dichten.



Abbildung 4.5.1

Standardimage der parentalen Mammakarzinomzellinie MDA-MB-231P.
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Abbildung 4.5.2

Standardimage der mit Mitoxantron selektionierten Mammakarzinomzellinie MDA-MB-

231RNOV.
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Abbildung 4.5.3

Detailansicht von Proteinspot 6001, der sich nur in der mit Mitoxantron
selektionierten Mammakarzinomzellinie fand.
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Abbildung 4.5.4

A: Proteinspot 6201 war in der mit Mitoxantron selektionierten
Mammakarzinomzellinie signifikant hdher exprimiert als in der parentalen.
B: Proteinspot 5601 dagegen fand sich in der parentalen Zellinie hoher
exprimiert als in der Resistenten.

Auf Grund der geringen Ausbeute an detektierten Proteinen fir eine
anschlieBende Sequenzierung, wurde fir die Mammakarzinomzellinie kein
Versuch unternommen, eine praparative zweidimensionale Elektrophorese
durchzufihren.



5 Diskussion

5.1 Zur Wahl des benutzten Elektrophoreseprotokolles

Die isolektrische Fokussierung im immobilisierten pH-Gradienten stellt eine
effiziente Methode zur Trennung komplexer Proteingemische dar. Insbesondere
bedingt die Verwendung der Immobiline die Reproduzierbarkeit und damit die
vergleichende Auswertbarkeit der Ergebnisse. Die konventionelle isoelektrische
Fokussierung basiert auf der Verwendung einer Vielzahl von |6slichen,
amphoteren Puffern, die im elektrischen Feld zu ihrem jeweiligen isoelektrischen
Punkt wandern und nach Erreichen desselben den pH-Gradienten konstant
aufrecht erhalten (Righetti 1983). Im Gegensatz dazu wird bei der Verwendung
immobilisierter pH-Gradienten dieser bereits vor der Elektrophorese generiert.
Hierbei sind die Puffer Acrylamidoderivate mit den Eigenschaften einer schwachen
Saure bzw. Base, die kovalent an die Polyacrylamidgelmatrix gebunden sind, und
damit ein naherungsweise dauerhaft stabiler pH-Gradient geschaffen wird
(Bjellgvist 1982).

Die Anwendung des immobilisierten pH-Gradientens ist prinzipiell schon seit 1982
bekannt, jedoch bestanden aufgrund der chemischen Struktur der
Acrylamidopuffer tber lange Zeit Probleme in der breiteren Nutzung. Zum einen
bestand die Mdoglichkeit der Autopolymerisation der basischen Acrylamidopuffer,
zum anderen die der Hydrolyse der Amidbindung; beides mit weitreichenden

negativen Folgen fur die Durchfihrung der Gelelektrophorese.

Diese Probleme fuhrten zur Etablierung von Acrylamidopuffern, deren basischer
Anteil 0,2 M Propanol und deren saurer Anteil geringe Mengen eines
Polymerisationsinhibitors (Hydrochinon) enthielten (Gaveby 1988). Dank dieser
neuen Generation von Acrylamidopuffern kann heute die isoelektrische
Fokussierung im immobilisierten pH-Gradienten als weitgehend stérungsfrei mit

bisher nicht erreichten Auflosungsvermégen bezeichnet werden.

Speziell fur die Durchfihrung der 2-D-Elektrophorese fiir meine Aufgabenstellung

ergaben sich folgende Gesichtspunkte:



1. Das Protokoll zur Durchfihrung der 2-D-Elektrophorese.
2. Den zu verwendenden pH-Bereich in der ersten Dimension.

3. Das adaquate Proteinnachweisverfahren.

Ad 1. Das von mir benutzte Protokoll nach Rabilloud bietet den Vorteil, keine
Anderungen, auRer der eingesetzten Proteinmenge, bei analytischer und
praparativer 2-D-Elektrophorese vornehmen zu mussen. Damit ergibt sich eine
bessere Reproduzierbarkeit der Ergebnisse fur die Analyse der detektierten

Anderungen im Proteinmuster.

Ad 2. Mit der Einfuhrung der Immobiline war es mdglich Gradienten fir eine
Bereich von pH 4 bis 8 zu generieren. In diesem Bereich ist die Pufferkapazitat
des Wassers zu vernachlassigen, welche aber auflerhalb des Bereiches
exponentiell ansteigt und damit den Aufbau eines Gradienten verhindert (Righetti
1989). Uberwunden werden konnte diese Problematik durch die Neusynthese von
Acrylamidopuffern die einen pK von 3,1 bzw. 10,3 besitzen (Gelfi 1987; Sinha
1987).

Die Uberlegung, nicht den erweiterten Gradientenbereich zu benutzen griindet
sich darauf, daf’3 der tUberwiegende Anteil der Proteinfraktion sich im pH Bereich
von 4-8 reprasentiert.

Ad 3. Zur Auswahl standen zwei unspezifische Proteinnachweisverfahren: die
Silberfarbung und die Farbung mit Coomassie Blau.

Die Silberfarbung ist eine extrem empfindliche Methode zum Nachweis von
Proteinen in Polyacrylamidgelen. Die Nachweisempfindlichkeit betragt 0,005 pg
gegeniber 0,5 ug der entsprechenden Coomassie Farbemethoden und kommt in

ihrer Sensitivitat an die der Autoradiographie heran.

Die Detektion sehr geringer Proteinmengen mit Coomassie Blau erfordert
konzentrierte Proteinlésungen bzw. groBe Probenvolumina. Die daraus
resultierenden Elektrophoresemuster sind manchmal durch Uberlagerungen

gestort und das Aufldsungsvermégen vermindert.

Obwohl die Silberfarbung weitaus empfindlicher ist, hat sie dennoch einige



entscheidende Nachteile gegentber der mit Coomassie Blau: Kkleine
Abweichungen vom Farbeprotokoll kénnen sehr starke Auswirkungen auf
Sensitivitat und Reproduzierbarkeit und vor allen auf die Hintergrundféarbung
haben. AulRerdem ist der lineare Bereich bei der densiometrischen Auswertung
sehr schmal. Gerade die letzten beiden Punkte erschweren die Auswertung mit
dem PDQUEST System bzw. machen sie unmdglich. Daher wurde bei allen Gelen
die  Coomassiefarbung  durchgefuhrt, mit den  Vorteilen:  bessere
Reproduzierbarkeit, fast hintergrundfreie Farbung ohne Entfarbeschritt durch die
Verwendung der kolloidalen Farbemethode nach Neuhoff und ein grol3erer

Linearititatsbereich bei der densiometrischen Auswertung.

Die Reproduzierbarkeit von Proteinkarten, die mit Hilfe der 2-D-Elektrophorese
erstellt wurden ist abhéngig von der Probengewinnung, der Probenapplikation, von
der Vergleichbarkeit in der Qualitat der Gele der ersten und zweiten Dimension,
von der Gelfarbung und schlielich von der Qualitdt der verwendeten
Chemikalien-Charge (Klose 1995).

Fur die Auswertbarkeit der erstellten Proteinkarten ist in erster Linie die Qualitat
der Gele der ersten und zweiten Dimension entscheidend, in zweiter Linie die
Farbung; die Ubrigen Einflu3groRen spielen eine untergeordnete Rolle (Gorg
1988).

Die Basis der Reproduzierbarkeit bildet aber die Elektrophorese der ersten
Dimension und damit kommt den Immobilinen eine entscheidende Rolle zu.
Allerdings ist es bekannt, dal3 die frei beweglichen Proteine selbst, auf Grund ihrer
eigenen Ladung, ahnliche negative Effekte aufweisen kénnen, wie die
Tragerampholyte und damit die Reproduzierbarkeit von Versuch zu Versuch

verschlechtern kbénnen (Klose 1995).

Dabei ist insbesondere die absolute und relative Position der Proteinpunkte auf
dem Gel und deren Intensitat zu beachten. Dank der rechnergestiizten
Auswertung tritt die Bedeutung der absoluten Positionen im Gel als Kriterium der
Auswertbarkeit  hinter den relativen Positionen  zurliick. Durch die
Auswertungsoptionen des PDQUEST-Systemes lassen sich charakteristische

Proteinspots als Fixpunkte definieren; angrenzende Proteinspots lassen sich dann



in der Regel einfach manuell oder automatisch richtig zuordnen, auch wenn deren

absolute Positionen starker differieren.

T
0.3 10 28

Abbildung 5.1.1

Beispiel fur die absoluten Abweichung der Spotquantitdten zweier
Pankreaskarzinomzellinien. Aufgetragen ist die Abweichung eines
Gels in der optischen Dichte zu einem Vergleichsgels der gleichen
Charge. Der Korrelationskoefizient betragt in diesem Fall 0.82 bei N =
293

5.2 Pharmakologische Eigenschaften der eingesetzten Chemotherapeutika im
Hinblick auf bekannte Ursachen der Resistenzentwicklung

5.2.1 Daunorubicin

Das den Anthrazyclinen zugehdrende Daunorubicin wird eine Vielzahl
unterschiedlicher biochemischer Effekte zugeschrieben, wobei der exakte
Mechanismus der Zytotoxizitat nicht vollig aufgeklart ist (Aubel 1984). Einigkeit
besteht in der Erkenntnis, dal3 die Wirkung auf Tumorzellen mit einer Veranderung
der Nukleinsaurensynthese einhergeht. Es gibt Hinweise darauf, dal3 der

Mechanismus der Zytotoxizitat in Abhangigkeit zum jeweiligen Gewebetyp steht.

Daunorubicin gelangt schnell in die Zelle, wobei sich die héchste Konzentration im



Zellkern findet. Die Anthrazycline binden sich mit hoher Affinitdt an die DNA. Ihr
aglykoner Anteil schaltet sich in die parallelen Anteile der gegenuberliegenden
Basenpaaren ein. Die ionisierte Aminogruppe des Zuckeranteils bindet zum
Zuckerphosphat-Ruckgrat der DNA.

0 OH ﬁ
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CH,
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Abbildung 5.2.1

Strukturformel von Daunorubicin: (1S,3S)-3-Acetyl-1-2,3,4,6,11-hexahydro-3,5,12-trihydroxy-10-
methoxy-6,11-dioxo-naphtacen-1-yl 3-amino-2,3,6-trideoxy-a-L-lyxopyranoside hydrochlorid

Aus der Bindung resultiert eine Inhibition der DNA-Polymerase sowie der RNA-
Polymerase. Der Effekt auf die DNA-Synthese ist in erster Linie eine verminderte
Rate der Ketten-Elongation mit eher untergeordnetem Effekt auf die
Zellreplikation. Die Einschrankung der r-RNA ist demnach der wichtigste Faktor
der Zytotoxizitat (Ross 1979a).

Das mikrosomale Enzym P450-Reduktase katalysiert die Reduktion von
Daunorubicin zu einer Semichinonform, welche dann ein Elektron auf molekularen
Sauerstoff Ubertragen kann, um freie Radikale und Peroxide zu bilden. Andere
Flavin abhangige Oxireduktasen sind ebenfalls befahigt, diesen Prozel3 zu
katalysieren (Ross 1979b).

Es ist gdngige Meinung, daf3 Daunorubicin die DNA Funktion beeintrachtigt, indem
es durch die Bildung von freien Radikalen Einzelstrangabbriiche und
Fragmentierungen der DNA erzeugt. Bestatigung findet diese These dadurch, dal3
eine Verminderung der Radikale durch Enzyme wie Manganese Superoxid
Dismutase, die als Antioxydanz wirken, die Toxizitat vermindert werden kann (Kule
1994).



Da die Zytotoxizitat von Daunorubicin auch schon in niedrigeren Konzentrationen
auftritt, als zur Interferenz mit der DNA notwendig ware, sind einige andere
alternative Mechanismen postuliert worden. So z.B. die Hemmung der zellularen
Atmung, Veranderungen der Zellmembranfunktion und die Beeintrachtigung der

Membranpermabilitat fir Natrium und Kalzium (Gonsalvez 1974).

Intrazellular wird Daunorubicin, wie auch andere Anthrazyklinie, durch
Karbonylreduktion inaktiviert. Die Steigerung dieses Mechanismus scheint fur die
Ausbildung einer sekundaren Resistenz wichtig zu sein (Soldan 1996). Daruber
hinaus und sicherlich fur eine Chemoresistenz bedeutender ist die Rolle von PGP

in der Elimination von Daunorubicin aus der Zelle.

5.2.2 Mitoxantron

Mitoxantron besitzt strukturelle Ahnlichkeiten zu den Anthracyclinen Doxorubicin

und Daunorubicin und ist ein wirksamer Inhibitor der RNA und DNA Synthese.

Es interkaliert mit der DNA und bewirkt Kreuzverbindungen innerhalb und
zwischen den DNA-Strangen mit Bevorzugung der G-C Basenpaare (Lown 1985).
Mitoxantron ist nicht zellzyklusspezifisch, auch wenn proliferierende Zellen
sensibler sind als stationare. Direkt zytotoxisch auf die Zelle wirkt Mitoxantron im
Zusammenspiel mit Cytochrom P-450 Reduktase. Es kommt zur Bildung von
Semiquinonradikalen, die wiederum zellschadigende Peroxide bilden (Durr 1983).
Fernerhin ist fir Mitoxantron bekannt, dal3 die Interferenz mit Topoisomerase Il fur
die zytotoxische Wirkung bedeutsam ist (Crespi 1985; Smith 1990), wie dies auch
bei anderen interkalierenden Chemotherapeutika beschrieben wurde (Tewey
1984). Ein weiterer Aspekt der antiproliferativen Wirkung von Mitoxantron ist seine
Inhibition der Proteinkinase C (Takeuchi 1992).

Intrazellular wird Mitoxantron auf zwei Wegen metabolisiert: zum einen durch eine
Konjugation an Glucuronsaure, zum anderen durch die Koppelung an Glutathion
was eine vorherigen Umsatz von Mitoxantron durch Cytochrom P-450 voraussetzt
(Wolf 1986).
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Abbildung 5.2.2
Uber die Mechanismen der Resistenzentwicklung gegeniiber Mitoxantron ist nur
wenig bekannt. Zurlckliegende Studien deuten darauf hin, dal3 eine
Uberexpression von PGP nicht an der Ausbildung des MDR Phanotypes beteiligt
ist (Harker 1989). Auch die vermehrte Bildung des MRP scheint nicht die
entscheidende Rolle in der Resistenzentwicklung zu spielen, wie das an mehreren

Zellinien gezeigt werden konnte (Futscher 1994).

Vielmehr hat sich die Interaktion mit Topoisomerase Il als ein wichtiger Faktor fur
die reduzierte  Ansprechbarkeit gegeniber Zytostatika herausgestellt.
Untersuchungen an HL-60 Leukamie Zellen zeigten eindeutig eine geringere
katalytische Aktivitdit der Topo Il und eine verminderte Expression der
Topoisomerase |IB Isoform (Harker 1991). In Hinblick auf den Abbauweg von
Mitoxantron ist es denkbar und am Beispiel eines Kolonkarzinomes auch
darstellbar, dal3 eine vermehrte Inaktivierung durch Glutathion-S-Transferase an

der Auspragung der Resistenz beteiligt ist (Peters 1992).

SchlieB3lich ist tUber die von mir benutzten Magenkarzinomzellinie bekannt, daf3
eine Sequestrierung von Mitoxantron zu einer verminderten intrazelluaren
Wirkkonzentration und damit zur Ausbildung einer Resistenz beitragen kann
(Dietel 1990).



5.3 Ergebnisse

5.3.1 Magenkarzinom

5.3.1.1 Annexin-1

Sowohl in der gegen Mitoxantron resistenten Magenkarzinomzellinie EPG85-
257RNOV als auch in der gegen Daunorubicin resistenten Zellinie EPG85-
257RDB konnte ein Proteinspot (Nr. 4302) nachgewiesen werden, der sich nicht in
der parentalen Zellinie wiederfand (vgl. Abb. 4.1.5). Die Sequenzierung des Spots
ergab, dal3 es sich dabei um Annexin-1 (Syn.: Lipocortin-1) handelt.

Annexin-1 ist ein 37 kDa grol3es Protein der Annexin Familie, das urspringlich das
Interesse als Second Messenger der antiinflammatorischen Wirkungen von
Glukokortikoiden geweckt hat. In diesem Hinblick gemachte Untersuchungen
zeigten weitere Funktionen dieses Proteins auf: so im Wachstums- und
Differenzierungsystem der Zelle, der Migration neutrophiler Granulozyten, der
ZNS-Antwort auf Zytokine, der neuroendokrinen Regulation und der neuronalen
Degeneration.

Annexin-1 ist Mitglied der Familie von Ca?*/phospholipidbindender Proteine und ist
das Hauptsubstrat fir die Rezeptorkinase des epidermalen Wachstumsfaktors
(EGF), die in die Membranprozesse der Endozytose involviert ist.

Annexin-1 ist an zahlreichen zellularen Prozessen beteligt, einschlief3lich
Membrandiffusion und Regulation der Aktivitat des Kalzium-Kanales.
Insbesondere scheint Annexin-1 in der Granularzellschicht der Epidermis mit der

Exozytose assoziiert zu sein (Ma 1996).

Es konnte dargestellt werden, dafl A1 unabhangig an Kalzium und cAMP bindet,
beides mit funktionellen Konsequenzen. Damit konnte fir Al als erstem Vertreter

der Annexin Familie eine Nukleotidbindung nachgewiesen werden (Cohen 1995).

Unter dem Gesichtspunkt der antiinflammatorischen Eigenschaften zeigt sich, dal3

diese bei lokaler Anwendung von Annexin-1 in erster Linie auf einer Hemmung der



Phospholipase-A,; und damit der Prostaglandinbildung beruhen; in vivo allerdings
stelte es sich als ein wirksamer Inhibitor der zytokinvermittelten

Leukozytenmigration, wie durch Interleukin-1, dar.

Gemeinsam mit Glukokortikoiden ist Annexin-1 fernerhin an der Regulation des
Zellwachstums und der Zelldifferenzierung beteiligt. Die positiven Wirkungen von
Glukokortikoiden auf Zellwachstum und -differenzierung lassen sich durch
Antikdrper gegen Annexin-1 wirkungsvoll aufheben. Annexin-1 transloziert unter
dem Einflu3 von Glukokortikoiden zur Zelloberflache, und vermag dort ApoA-1 zu
binden. ApoA-1 ist in den HDL vermittelten Cholesterolmetabolismus involviert;
ferner vermag es in vitro das Wachstum von T-Lymphozyten zu stimulieren und
die Degranulation und Peroxidbildung von Neutrophilen Leukozyten zu inhibieren
(Bronawell 1996).

Die Regulation des Zellwachstums durch Steroide ist aus mehreren Griinden ein
wichtiger Gesichtspunkt: Jeder Mechanismus, der die Zellproliferation kontrolliert,
mul3 sorgfaltig auf seine Verbindungen zu Tumorzellwachstum und
Chemotherapie untersucht werden, insbesondere weil Wachstumsprozesse
Ausdruck oder Teil einer vermehrten Reparationsaktivitdt der Zelle darstellen
konnen. In diesem Zusammenhang ist auch die protektive Wirkung von Annexin-1

auf die neuronale Degeneration zu erwahnen (Flower 1994).

Zu der mindestens acht Mitglieder zahlenden Annexinfamilie gehort auch das
Annexin-2, fur das eine Assoziation mit Chemoresistenz beim Lungenkrebs
beschrieben wurde. Bemerkenswert ist, daf® die verschiedenen Annexine eine
enge struckturelle Verwandtschaft aufweisen. Dies laf3t die Vermutung zu, dal} sie
wahrscheinlich Uberlappende Aktivitdtsspektren aufweisen (Cole 1992b). Jedes
Mitglied aus dieser Familie besitzt 4 bzw. 8 siebzig Aminosauren lange
Kerndomanen, die fur die Kalzium- und Phospholipidbindung verantwortlich sind.
Uber diese Kerndomanen, die ein Substrat fur die Proteinkinase C darstellen, wird

die Aktivitat der Annexine durch Phosphorylation reguliert (vgl. Abb. 5.3.4).

Annexin-1 konnte Uberwiegend in tumordsen aber auch nichttumordsen Regionen
des Leberzellkarzinomes gefunden werden, besonders bei schlecht differenzierten
Tumoren. Interessanterweise fand es sich auch in der Nahe von hepatozellularen
Karzinomen im nicht tumordsen Gewebe, das sich histologisch vom umgebenen

Parenchym abgrenzen liel3. Dies zeigt, dal3 Annexin-1 sehr wahrscheinlich in den



Prozel3 der malignen Transformation und Differenzierung involviert ist (Masaki
1996). In diesem Zusammenhang ist es daher auch bemerkenswert, dal3 -in
meinem Untersuchungsmaterial- gerade im Magenkarzinom eine vermehrte
Expression von Annexin-1 nachgwiesen werden konnte, obwohl Annexin-1

physiologisch nicht im Magenschleimhautgewebe vorkommt (Dreier 1998).

Die inhibitorischen Eigenschaften gegentber der Phospholipase-A; sind offenbar
auch der Grund dafur, dald Annexin-1 -am Beispiel von Thymozyten- diese vor der
apototischen Wirkung von H,O, schitzt. Monoklonale Antikérper gegen Annexin-
1, wie auch andere Inhibitoren der Phospholipase-A,, wie 3,4-Octyadecyl-
Benzylacrylsaure oder Melittin bewirken eine H,O, vermittelte gesteigerte
Apoptose (Sakamoto 1996).

5.3.1.2 Thioredoxin

Nur in der gegen Mitoxantron resistenten Magenkarzinomzellinie EPG85-
257RNOV konnte ein Proteinspot (Nr. 1003) nachgewiesen werden, der sich nicht
in der parentalen Ausgangszellinie wiederfand (vgl. Abb. 4.1.4). Die
Sequenzierung dieses Spots ergab, dal es sich um Thioredoxin handelt.
Thioredoxin (TRX) gehort zu den Redoxproteinen mit niedrigem Molekulargewicht
und wird von dem Flavoenzym Thioredoxinreduktase durch NADPH abhangige

reversible Reduktion zweier aktiven Stellen reguliert.

Reduzierende/oxydierende (Redox)-Prozesse sind in eine Vielzahl biologischer
Systeme integriert, wie Signaltransduktion, Genexpression und Zellproliferation.
TRX ist eines der wichtigsten Regulationsmolekiile fir Redoxvorgédnge, da seine
Dithiol/Disulfid Austauschaktivitdt den oxydativen Status der Proteinthiole
bestimmt. In zahlreichen Zellinien konnte TRX als starker Stimulus fur die
Zytokinexpression wie fur Tumornekrosefaktor sowie II-1, II-2, 1I-6 und II-8
gefunden werden (Schenk 1996).



Die cDNA-Sequenz von Thioredoxin durch PCR-Klonierung aus menschlichem
Dickdarmkrebs, Lyphoblasten und Leberzellen zeigt eine 100% Ubereinstimmung
mit dem autokrinen Wachstumsfaktor ADF fur T-Lymphozyten (human adult T-cell

leukemia derived factor) (Gasdaska 1994)

Die proliferationsférdernde Wirkung von TRX/ADF ist abhangig von Aktivierung
der Proteinkinase C. Viele elementare Funktionen der Zelle, wie etwa die Aktivitat
des AP-1 Komplexes, NFKB und des Glukokortikoidrezeptors sowie der Schutz
vor H,O, und letztlich die Signaltransduktionen sind vom Redoxpotential abhangig.
Und gerade diese Funktion wird durch Thiolderivate wie Glutathion,
Metallothionein und eben TRX/ADF reguliert (Meyer 1993).

Thioredoxin ist demnach ein wachstumsstimulierendes Redoxprotein von dem
bekannt ist, dal3 es in zahlreichen menschlichen Tumoren tberexpremiert wird.
Die Redoxaktivitat ist entscheidend fur die proliferationssteigernde Wirkung, denn
mit TRX transfizierte Zellen zeigen ein vermehrtes Wachstum und eine
verminderte Apoptose in vivo und vitro. Zellen die mit einer redoxinaktiven TRX-
Mutante transfiziert wurden, haben dagegen eine deutlich verminderte
Proliferationsrate (Powis 1998).

Thioredoxin konnte erst kirzlich als das entscheidende Regulationsprotein flr die
Apoptosesignalreguliernde-Kinase-1 (ASK-1) identifiziert werden. ASK-1 aktiviert
die c-Jun-N-terminale-Kinase die fiur die durch a-TNF induzierte Apoptose
erforderlich ist. TRX inhibiert die Wirkung von ASK-1 und damit die subsequente
Apoptose (Saitoh 1998).

Eine Uberexpression von TRX ist bei Ovarial- und Kolonkarzinomen gefunden
worden, die eine Resistenz gegen Cisplatin zeigten. Allerdings konnte durch
Transfektion von TRX in sensible Zellinien kein signifikanter Anstieg der
Chemoresistenz erreicht werden. Die Vermutung liegt nahe, daf} Thioredoxin an
der Ausbildung des resistenten Phanotyps mitbeteiligt ist, aber nicht die alleinige
oder dominierende Rolle spielt (Yamada 1997).

Andererseits gelang es durch Transfektion von Thioredoxin in Thymozyten der
Maus, diese vor -in vivo und in vitro- induzierter Apoptose durch Dexmethason,

Staurosporin und Etoposid zu schitzen (Baker 1997).

Die Regulation von TRX erfolgt tber die Thioredoxinreduktase (TR), die einen



maoglichen Angriffspunkt fur die Chinone Diazichinon und Doxorubicin darstellt. Im
Rhadomyosarkommodell konnte eine direkte positive Korrelation zwischen
Hemmung der TR-Aktivitat und Proliferation festgestellt werden. Der mdégliche
Grund fur diese Beobachtung st die verminderte Aktivitat der
Ribonukleotidreduktase, die den ersten gemeinsamen Schritt der DNA-Synthese
katalysiert und die ihre reduzierende Aquivalente durch Thioredoxin wie TR erhalt
(Mau 1992).
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Abbildung 5.3.1

Zusammenfassung der bekannten Funktion von Thioredoxin.
Thioredoxin dient auch als temporarer Elektronendonor fir die
Thioredoxin Peroxid Reduktase (TPx) deren genaue Funktion
unbekannt ist. Eine Verbindung zu den reaktiven Sauerstoffspezien
und eine Beteiligung im intrazelluldaren Signaltransfer ist denkbar. Tpx
= Thioredoxin Peroxid Reduktase; ROS = reaktive Sauerstoffspezien;
PDGF/FGF = Peptidwachstumsfaktor; TSF =
Transformationswachstumsfaktor; Tr = Thioredoxinreduktase.



Damit konnte gezeigt werden, daf} Thioredoxin tiefgreifend an der Regulation des
Zellwachstums und der Onkogenese involviert, fernerhin mit groRRer
Wahrscheinlichkeit auch an der Ausbildung einer Chemoresistenz, wenn auch
nicht als alleiniger und entscheidender Faktor, beteiligt ist. Trotzdem rickt damit
Thioredoxin als pharmakodynamischer Angriffspunkt in das Interesse einer
medikamentdsen Beeinflussung im Hinblick auf eine Resensibilisierung oder eines
komplett neuen Ansatzes fur kinftige Chemotherapeutika. Inzwischen konnten
Disulfide wie das Alkyl-2-Imidazolyl-Disulfid gefunden werden, die selektiv starke

inhibitorische Wirkung auf das Thioredoxin-System haben (Powis 1998).

5.3.2 Kolonkarzinom

5.3.2.1 BCSG-1

Nach Abschlul3 der Matchauswertungen fand sich in der gegen Daunorubicin
resistenten Kolonkarzinomzellinie HT29RDB der Proteinspot Nr. 105, der nur dort
und nicht in der parentalen Zellinie nachweisbar war (vgl. Abb. 4.2.7 ). Die
Sequenzierung flr den Spot 105 ergab, dafld es sich um ein mit BCSG-1 sehr eng
verwandtes Protein handelt. In einer von Ji und Mitarbeitern durchgefihrten
Datenbankrecherche von cDNA-Bibliotheken, wurde die dort abgelegten
Sequenzen von Brustkrebs mit normalem Brustdrisengewebe verglichen. Im
Hinblick auf eine spezifische Expression auf Seiten der malignen Zellen konnte sie
eine Sequenz identifizieren, von der sie dann experimentell darlegen konnten, dal3
sie in normalem Gewebe der Brustdruse nicht, bei duktalen Karzinomen teilweise,
aber regelmaRig bei invasiv wachsenden Tumoren vorkommt. Die so ermittelte

Sequenz wurde als brustkrebsspezifisches Gen 1 (BCSG-1) bezeichnet.

Interssanterweise zeigt die Aminosaurensequenz von BCSG-1 eine enge

Homologie zu einem Teil des Amyloidvorlaufers beim M. Alzheimer. Die



transmembranaren  Amyloidproteine sind grof3e membraniberspannende
Proteine, die neuroprotektiv die Zelle vor einem zu grof3en Kalziuminflux schitzen.
Die l6slichen Amyloidproteine wirken wahrscheinlich durch ihre Fahigkeit den
intrazellularen Kalziumspiegel zu senken, protektiv gegen die toxischen Einfliisse

von Glukoseverarmung und Glutamat.

Die exakte Funktion des BCSG-1 ist unbekannt; nach den Uberlegungen von Ji
und Mitarbeitern ist jedoch denkbar, das es in Anlehnung zum lgslichen Amyloid
des M. Alzheimers, Tumorzellen vor den lokalen schadlichen Wirkungen wéhrend
der Gewebeinvasion schitzt (Ji 1997). Die Rolle von BCSG-1 in der Ausbildung

einer Chemoresistenz ist somit noch offen.

5.3.2.2 Adenin-Phosphoribosyltransferase

Nur in der gegen Mitoxantron resistenten Kolonkarzinomzellinie konnte der Spot
3201 nachgewiesen werden, der in der Sequenzierung als Adenin-

Phosphoribosyltransferase identifiziert werden konnten (vgl. Abb. 4.2.4).

Beim hydrolytischen Abbau von Nukleinsauren und Nukleotiden entstehen freie
Purinbasen. Durch Wiederverwertungsreaktionen, die einfacher und weniger
aufwendig sind als der de novo Aufbau, kénnen Purinnukleotide aus solchen
Bauteilen zurickgewonnen werden. Bei dieser salvage-Route wird eine
Ribosephosphateinheit vom 5-Phosphoribosyl-1-Pyrophosphat (PRPP) auf das
Purin Gbertragen. Fur die Wiederverwertungsreaktion stehen zwei Enzyme mit
unterschiedlicher Spezifitatt zu Verfigung: 1.) Die Hypoxanthin-Guanin-
Phosphoribosyltransferase und 2.) die Adenin-Phosphoribosyltransferase.

Eine gesteigerte Expression der Adenin-Phosphoribosyltransferase in der
chemoresistenten Tumorzellinie kann Ausdruck einer vermehrten Nukleotidbildung
im Zusammenhang mit einem vermehrten Umsatz von DNA und RNA sein. Diese
ware bei gesteigertem Wachstums oder Reparaturvorgdngen, sowie bei der

Steigerung einer oder mehrere Genprodukte zu erwarten.



5.3.3 Pankreaskarzinom

5.3.3.1 Das fettsdurebindende Protein

In der Sequenzierung von Spot 6002, der sich nur in der gegen Mitoxantron
resistenten Pankreaskarzinomzellinie EPP85-181RNOV wiederfand, konnte dieser
als fettsaurebindendes Protein vom epidermalen Typ (E-FABP) identifiziert werden
(vgl. Abb. 4.3.3).

Die fettsaurebindenden-Proteine bilden eine Gruppe von 14-15 kD grol3en
zytosolischen lipidbindenden Proteinen, die urspriinglich als Z-Proteine benannte
wurden. Sie sind Carrier, die in einer Vielzahl von Zelltypen am Transport von
langen Fettsauren, Gallenséauren, organischen Anionen und anderen, schwer

wasserloslichen Metaboliten beteiligt sind (Takikawa 1992).

Zusammen mit den retinolbindenden Proteine (CRtBP) bilden sie eine strukturell
und funktionell zusammengehdrige Gruppe, in einer in der Evolution konservierten

Genfamilie.

Zahlreiche Beobachtungen lassen den Schluf3 zu, dal3 FABP den intrazellularen
Spiegel an Fettsauren reguliert. Neuere Uberlegungen sehen einen
Zusammenhang in der Rolle der FAB-Proteine bei fettsdureabhangigen Prozessen
wie Zellwachstum, Zellsignale und Regulation von Gentranskription. Inzwischen
sind acht verschiedene FAB-Proteine isoliert worden, jeweils benannt nach dem
Gewebe, in dem sie zuerst entdeckt wurden. Jedes von ihnen zeigt ein
charakteristisches Vorkommensmuster und unterschiedliche
Ligandenbindungseigeinschaften, die eine spezifische Funktion fur jedes Protein

vermuten lassen (Masouyé 1997).

Die genauen Funktionen von FABP und CRtBP sind nur ungeniigend bekannt.
Ungeachtet der funktionalen Unterschiede zeigen sich deutlich die
Gemeinsamkeiten beider Protein-Gruppen in: 1.) der Forderung des zellularen
Flusses von schlecht wasserloslichen Liganden und damit deren Umsetzung; 2.)



die Sequestration von Liganden zur Limitierung alternativer Bindungsstellen in der
Zelle (Bass 1993).
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Abbildung 5.3.2

Funktion der FAB-Proteine: An Albumin gebundende Liganden (in
diesem Fall Fettsduren) werden alternativ Uber
membrangebundendes FABP bzw. andere Transportproteine in die
Zelle aufgenommen. Intrazellular gelangen die Liganden zu ihren
Zielorten. Der Effekt von FABP auf das Zellwachtum ist je nach Typ
diametral (Mod. n. Hohoff 1998 und Glatz 1997). Alb. BP = Albumin
bindendes Protein; FATP = Fettsauretransportprotein; FAT =
Fattséuretranslokase.

Die zellularen fettsdurebindenden Proteine gehodren aullerdem zu einer
homogenen Familie aus zahlreichen Untereinheiten, zu der auch der
Brustdrisenwachstumsinhibitor (MDGI) gehért, der nahezu identisch mit dem
FABP vom Herztyp ist. Sie sind sowohl am intrazellularen Fettsduremetabolismus
beteiligt, wie auch an Zellwachstum und -differenzierung. Am Beispiel des MDGI
wird z.Z. diskutiert, ob dessen wachstumshemmende und
differenzierungsfordernde  Wirkung in der Behandlung des duktalen

Mammakarzinomes eingesetzt werden kann (Grosse 1995).



Unabhangig davon konnte gezeigt werden, dafl im Mausemodell bei einer
Behandlung eines Mammakarzinomes mit Liposomen aus gesattigten bzw.
ungesattigten Fettsduren, ein Anstieg des Zellwachstums signifikant mit einem

Anstieg der FABP vom Herztyp assoziiert war (Naundorf 1995).

Das in der Leber zuerst isolierte L-FABP hat sich als spezifischer Mediator der
Leberzellmitose offenbart, wobei zum einen eine Synergie mit ungesattigten
Fettsauren in der Induktion der Mitose besteht. Zum anderen zeigt es sich in der
speziellen Erfordernis an nichtgenotoxischen Karzinogenen fur diese Induktion
und schlie8lich in den erhdhten Spiegeln von L-FABP in der Proliferation von

regenerativer und maligner Leberzellen (Sorof 1994).

Die epidermale Form des FABP ist bisher in ihrer Verteilung nur im
Zusammenhang mit irritativen, immunologischen und malignen Prozesse
untersucht worden. So konnte bei experimentell wiederholter Reizung der Haut mit

SDS eine starke Hochregulation fur E-FABP erzeugt werden.

In der Verteilung findet sich E-FABP im oberen Stratum spinosum und Stratum
granulosum im normalen Hautgewebe. Die Basalzellschicht bleibt frei und
folgerichtig findet man E-FABP nur in gut differenzierten Plattenepithelkarzinomen
und nicht in Basalzellkarzinomen (Masouyé 1997).

Es bleibt zu klaren ob -im Hinblick auf den Resistenzmechanismus in unserem
Probenmaterial- Mitoxantron ein Substrat fur FABP darstellt. Derartige
Untersuchungen die eine Antwort darauf geben kdnnen, ob FABP am Transport
von Chemotherapeutika und speziell fir Mitoxantron innerhalb oder aus der Zelle

heraus beteiligt sein kann, liegen mir nicht vor.

5.3.3.2 Stratifin

Die Sequenz fur Spot 205 war klar detektierbar und ergab ein 100% Match zu
Stratifin. Spot 205 zeigte sich in der gegen Mitoxantron resistenten
Pankreaskarzinomzellinie EPP85-181RNOV signifikant hoher exprimiert als in der

Ausgangszellinie (vgl. Abb. 4.34).



Stratifin ist ursprunglich durch Sequenzierungsversuche in einer Datenbank flr
Keratinozyten entdeckt worden, aber seine Funktion blieb bisher unbekannt.

Inzwischen konnte Stratifin als Keratinozyten zugeordnetes Protein und als
Stimulator der Proteinkinase C identifiziert werden. Zu den Keratinozyten
zugeordneten Proteinen gehdren zwei eng verwandte Isoformen die als Sigma
(Statifin) und Zeta bzw. 14-3-3-Protein bezeichnet werden (Dellambra 1995;
Leffers 1993). Stratifin gehort zu einer Gruppe von Proteinen die aul3erdem noch
Annexin-ll und CaN19 einschliel3t, die als kalziumbindende Proteine fungieren und
Uber die Regulation der Proteinkinase C Zellproliferation und -differenzierung
beinflussen kénnen. Die Proteinkinase C ist, wie auch deren 12 Isoenzyme, in
vielfaltige Signaltransduktionswege involviert. Durch Phosphorylierung von Serin-
und Threoninresten kdnnen sie Proteine, die in der Chemoresistenz eine Rolle
spielen, funktionell modifizieren. Bekannte Substrate sind das P-Glykoprotein, die
Glutathion-S-Transferasen sowie die Topoisomerase | und Il (Lage 1998) (vgl.
Abb. 5.3.4). Ein weiteres Substrat, daf3 von Stratifin aktiviert wird ist YL-8, ein ras-
ahnliches Protein, dal3 in der Regulation des intrazellularen Proteintransportes
involviert ist (Vellucci 1995).

- Fonformation B-Epnformation

Abbildung 5.3.3

Funktion der mit Stratifin eng verwandten 14-3-3 Proteine. Die
Aufgabe von 14-3-3 besteht in der Regulation von einem Zielprotein,



fur das zwei Konformationen bestehen, die unterschiedliche
Aktivitatszustéande haben (mod. n. Palmgren 1998).

Die Behandlung des kolorektalen Karzinomes durch ionisierende Strahlung, laft
die Tumorzellen in der G1 und G2 Phase des Zellzyklus verharren, wobei es sich
in der G1 Phase um eine p53 vermittelte Induktion des cyclinabhangigen Kinase
Inhibitoren p21WAFHCIPLSDIL handelt. Die Grundlagen fiir das Verharren in der G2

Phase sind unbekannt.

Am Beispiel des Dickdarmkrebses konnte gezeigt werden, daf die Bildung von
Stratifin durch Gammastrahlung und andere DNS schadigende Agenzien stimuliert
werden kann. Dies erfolgt durch die Induktion einer Stelle der DNS 1,8 kb vor der
Startstelle fir die Transkription und zwar durch ein auf p53 reagierendes Element.
Die exogene Zufuhr von Stratifin bei sich replizierenden Zellen bewirkt einen

Zellarrest in der G2 Phase.

Welche exakte Rolle Stratifin im Zusammenspiel der Mechanismen der
Chemoresistenz zukommt, ist noch weiterhin klarungsbedurftig. Zumindest die
Fahigkeit von Stratifin in die Phasen des Zellzyklus einzugreifen macht es zu
einem interessanten Untersuchungsobjekt in der Suche nach

chemoresistenzassoziierten Faktoren.
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Vereinfachtes Schema zur Rolle von Stratifin, Cofilin, Annexin-1 und
Thioredoxin im Zusammenspiel mit der der Proteinkinase C im Hinblick
auf Aspekte der Chemoresistenz. PKC= Proteinkinase C; KCIP=
Proteinkinase C-Inhibitor; PGP= P-Glykoprotein.




5.3.3.3 Cofilin

Sowohl in der gegen Mitoxantron als auch in der gegen Daunorubicin resistenten
Pankreaskarzinomzellinie EPP85-181RNOV bzw. EPP85-181RDB konnte der
Proteinspot 6000 als signifikant Uberexprimiert gegentber der parentalen Zellinie
dargestellt werden (vgl. Abb. 4.3.5). Der Proteinspot 6000 wurde in der
Sequenzierung eindeutig als Cofilin identifiziert.

Cofilin ist ein Aktin depolymerisierendes Protein, das in tierischen und pflanzlichen
Zellen weit verbreitet ist. Aktinflamente in Nicht-Muskelzellen sind dynamische
Strukturen, die sich standig auflésen und neu bilden. Sie werden durch
schrittweise Addition von Aktinmonomeren an freien Enden verlangert. Aktin
enthat ein einziges gebundenes Nucleotid, ATP oder ADP, und katalysiert die
langsame Hydrolyse von gebundenem ATP zu ADP. Die freien Aktinmonomere
polymerisieren nicht spontan, weil aktinbindende Kontrollproteine anwesend sind,
von denen schon uber fiinfzig bekannt sind und zu denen auch das ADF/Cofilin-
Sytem zahlt.

Depolymerisation Polymerisation

Abbildung 5.3.55.3.2

Physiologie der Aktiondepolymerisation durch die ADF/Cofilin
Wirkung. Cofilin bindet an ADP-Aktin und fordert damit die Aktin



Depolymerisation zu Aktin-Monomeren, die nach Phosphorylierung
erneut fur die Polymerisation zur Verfigung stehen. Der An- und
Abbau von Aktin-Monomeren ist fir alle Veranderungen der
Zellmorphologie einschliel3lich Zellteilung, -motilitat und
Membranverschmelzung essentiell (mod. n. Carlier 1997). T = ATP-
Aktin; D-P; = ADP-Aktin-Phosphat;; D = ADP-Aktin.

Cofilin bindet kooperativ Aktinfilamente, indem es zwei ldngs ausgerichtete
Aktinuntereinheiten tUberbriickt. Als eine Besonderheit vermag Cofilin die Windung
der Aktinfilamente zu verdndern, so dald die Aktinquerverbindungen etwa 75%
kirzer sind als normale (McGough 1997).

Zellulare Strel3belastungen sowie verschiedene andere Stimuli fihren zu einer
Uberexpression von Cofilin, wie es durch Hitzeschock und Dimethylsulfoxid
experimentell belegt werden konnte. In diesem Zusammenhang besteht fur Cofilin
eine nukleadre Signalsequenz, die in den Zellkern zusammen mit Aktin transloziert.
Uber die Funktionen dieses Mechanismus ist fernerhin nichts bekannt (Yahara
1996).

In nicht wachstumsstimulierten Zellen sind die meisten schnellwachsenden Enden
der Aktinfilamente von einem 1:1 Komplex aus Aktinmonomer und Profilin -einem
PIP2 Protein- bedeckt.

Bei einer Stimulation der Mitose durch Zytokine wie EGF oder PDGF wird Ras und
in Folge Rac aktiviert. Rac aktiviert die Pl-4-Kinase, die PIP2 erzeugt, welches
Profilin bindet und den Profilin-Aktin-Komplex dissoziiert; die Folge ist eine rasche
Aktinpolymerisation. Das Aufdecken der Aktinfilamente ist ein wesentlicher Faktor
fur die Onkogentitat von Ras. Cofilin kann das Aufdecken verhindern und ist damit
ein effektiver Suppressor fur die durch onkogene Ras-Mutanten wie v-Ha-Ras

induzierte maligne Transformation (Maruta 1997).

Schliel3lich scheint Cofilin als intrazellularer Messenger fiir die T-Zell-Aktivierung
zu wirken, wo es als assessorischer Rezeptor fir die Kostimulation wirkt. In
untransformierten T-Lymphozyten korreliert dieser Prozel3 gut mit der Aktivierung
funktioneller Prozesse, die fur die T-Zell Proliferation notwendig sind (Samstag
1994). In diesem Zusammenhang ist auch eine Beobachtung von Bedeutung, die
ursprunglich an dem T-Zell Lymphom Jurkat gemacht wurde (Samstag 1994). Dort
konnte die spontane Dephosphorylation von Cofilin nachgewiesen werden, das



dann in den Zellkern transloziert. Hemmt man diese Spontandeposphorylation
durch den Serinphosphatase-Inhibitor Okadaic-Saure, fuhrte dies zur Apoptose
der Lymphomzellen (Nebl 1996; Samstag 1996).

Auch wenn sich in den bisher dargelegten bekannten Eigenschaften von Cofilin
nicht exakt ableiten laft, wie und in welchem Umfang es an der Ausbildung der
Resistenz beteiligt ist, weist die Assoziation von Cofilin mit dessen Einflu auf die
Replikation -insbesondere in Verbindung mit den Onkogenen- auf eine wichtige
Funktion innerhalb des Zellzyklus hin. Insbesondere die Verbindung zu der
protekiven Wirkung auf die Apoptose am Beispiel des Jurkat-Lymphomes deutet

darauf hin, daRR Cofilin Teil des Resistenzmechanismus sein kann.
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Abbildung 5.3.6

Bekannte Aspekte von Cofilin: Neben der Aktindepolymerisation
verhindert Cofilin, daf3 PIP Profilin vom Aktin abzieht und damit eine
rasche Aktinpolymerisation. Ungeklart ist die Rolle der nukledren
Signalsequenz nach Dephosphorylation von Cofilin. Eine Inhibierung
diese Dephosphorylierung miindet in die Apoptose.



5.3.4 Fibrosarkom

5.3.4.1 RHO-GDP-Dissoziationsinhibitor-f.

In der mit Mitoxantron selektionierten Fibrosarkomzellinie EPF86-079RNOV
konnte der Proteinspot 1202 nicht zum Standard der parentalen Zellinie
gematched werden. Die Sequenzierung von Spot 1202 ergab, dal3 es sich um den
RHO-GDP-Dissoziations Inhibitor-B handelt, der sich sonst physiologisch
vorzugsweise in hdmatopoetischen Geweben einschlief3lich Knochenmark, Milz,

Thymus und Lymphknoten nachweisen laf3t.

Es interagiert mit der GDP-gebundenen Form von RhoA, das zu der Familie der
kleinen GTPase-Proteine (G-Proteine) gehort und regelt damit den GDP/GTP
Austausch, indem es die Dissoziation von GDP zu diesem verhindert (vgl. Abb.
5.3.7). Die G-Proteine der Rho-Unterfamilie regulieren das Erzin/Radixin/Moesin
(ERM) CD44 System, welches in der Reorganisation der Aktinfilamente des

Zytoskelettes involviert ist (Takahashi 1997).

Zu den Rho-Proteinen zéhlen RhoA,B,C, rac 1, 2, Cdc42, RhoG, TC10 und RhoE.
G-Proteine der Rho Familie regulieren mannigfaltig die entziindliche Zellaktivitat,
einschlieBlich Motilitdt und Bildung toxischer Sauerstoffmetaboliten sowie die
Bildung von Zytokinen (Hall 1998; Antonarakis 1998; Sasaki 1998). Weiterhin
bestehen Hinweise, dal3 Rho-Proteine in der Regulation der Phosphatidylinositol-
3-Kinase (Zheng 1994), Phosphatidylinositol-4-Phosphat-5-Kinase (Chong 1994),
Phospholipase D (Malcom 1994) und Integrin-vermittete SignalUbertragung
eingeschaltet sind (Laudanna 1996). Sie sind an der Kontrolle der Endozytose
(Lamaze 1996), der Transkription (Hill 1995), der Zellzyklusregulation (Olson
1995), der Apoptose (Moorman 1996) und der Transformation beteiligt (Khosravi-
Far 1995).

Experimentell konnte belegt werden, dal3 ein defiziente Regulation in der GTPase
-in diesem Fall durch eine modifizierten RHO-GDP-Dissoziationsinhibitor-B zu

einer irreversiblen Gewebeschadigung fihrt (Danley 1996).
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Schema zur Regulation und Wirkungsweise der Rho
Dissoziationsinhibitoren. Die Stimuli fur das GDP/GTP austauschende
Protein (GEP) und dem GTPase aktivierenden Protein (GAP) sind
unbekannt. Mod. n. Sasaki 1998.

Zelimembran

Abbildung 5.3.7

Ebenfalls zu der Rho-Familie gehdren neben RhoA auch Rac und Cdc42. Von
diesen ist bekannt, dal} sie in die Kaskade der N-teminalen c-Jun Kinase und der
Kinase des mitoseaktivierenden Proteines p38 eingreifen und somit die
Gentranskription beinflussen. Dariber hinaus reguliert Rac den Nicotinamid-
adenin-dinucleotidphosphat-Oxidase Komplex in Makrophagen, der fur die Bildung
von Peroxiden und Radikalen notwendig ist, wogegen die Rho GTPase die

Progression in der G; Phase des Zellzyklus zu aktivieren vermag (Hall 1998).

Schlie3lich findet sich die Rho Dissoziationsinhibitoren bei der durch Bax
eingeleiteten Apotose. Bax, ein Mitglied der Bcl-2 Familie, bildet Homo- und
Heterodimere mit Antagonisten fir das Apotosesignal. Das Verhéltnis von Bcl-2
Mitgliedern und den Antagonisten diktiert die Anfélligkeit der Zelle gegeniber



einem apototischen Stimulus. Dies schliel3t die Aktivierung von Interleukin-13-
Konversionsenzym (ICE) &hnlichen Proteasen zur Spaltung der endogenen
Substrate, wie ADP-Ribosepolymerase und dem RHO-GDP-Dissoziationinhibitor-
B, ein (Xiang 1996).

Damit ergibt sich das Bild, dal3 der RHO-GDP-Dissoziationinhibitor-3 eine zentrale
Rolle in der Signaltransduktion in Verbindung mit Rho bzw. Rac und ganz
besonders mit Bax einnimmt. RHO-GDP-Dissoziationinhibitor-3 ist in Hinblick auf
die Mechanismen der Chemoresistenz ein interessantes Objekt, weitere Aspekte
seiner Wirkung auf Zellzyklus oder dessen Interaktion mit den Onkogenen

offenzulegen.

5.4 Die Bedeutung der Forschung zum MDR-Phanotyp fur die klinische Praxis

5.4.1 Klinische Relevanz der MDR assoziierten Proteinexpression

Die Bedeutung der Expression einzelner MDR assoziierter Proteine, wie z.B. dem
P-Glykoprotein in Hinsicht auf Prognose und Therapieerfolg der Behandlung, sind
noch in der Diskussion. Es existieren widersprichliche Studien zur Korrelation der
in vivo/in vitro Expression von PGP zur Klinisch evident bestehenden
Chemoresistenz, so wie bei der CLL durchgefihrten Untersuchung (Ito 1989). Im
Gegensatz dazu fanden sich enge Korrelationen u.a. bei Ovarialtumoren (Bell
1985), Sarkomen (Gerlach 1987) oder lymphoblastischer Leukdmie (Ma 1987).

Zweifelsfrei zeigt das MDR1 Genprodukt eine enge Assoziation mit
chemoinsensiblen Tumoren wie Myelomen, Lymphomen, Mamma- und
Osophguskarzinomen (Fojo 1987; Goldstein 1989). Bei Kindern mit Sarkomen, die
traditionell eine sensitive Tumorart darstellen, konnte bei allen Rezidiven eine
PGP Expression festgestellt werden (Gerlach 1987). Schwieriger ist es, den
Einflull des PGP auf die Behandlung des Mammakarzinomes nachzuweisen, da
die Kombinationstherapie mit nicht MDR Therapeutika eine Analyse des PGP
Effektes erschwert. Es konnte aber eine Korrelation zwischen



Lymphknotenbeteiligung und dem Ausgang der Chemotherapie in Hinsicht auf die
Bildung von PGP offengelegt werden (Schneider 1989; Ro 1990)

Eine vorlaufige Studie an mehr als 400 verschiedenen menschlichen Tumoren
zeigt eine weitverbreitete Expression des MDR1 Gens sowohl bei intrinsischer als
auch erworbener Vielfachresistenz (Goldstein 1989). Die intrinsische Expression
von MDR1 ist in malignen Neoplasien von Niere, Leber, Kolon und Nebenniere
nachweisbar (Fojo 1987; Kakehi 1988). Im Fall der Nierenzellkarzinome wurde
eine Erhdhung der MDR1-mRNA insbesondere bei differenzierten Tumoren
gefunden, als ein Hinweis auf die Verbindung von MDR1 Expression und

Differenzierungsgrad (Kanamaru 1989).

Verschiedene andere Tumoren weisen hohe Spiegel von MDR1-RNA auf, wobei
es sich haufig um Neoplasien handelt, deren urspriingliche Ausgangsgewebe
keine groRere MDR1 Expression zeigen. Dazu gehéren akute und chronische
Leukamien bei Kindern und Erwachsenen (Sato 1990; Rothenberg 1989;
Herweijer 1990), Nichtkleinzellige Bronchialkarzinome (Lai 1989), Neuroblastome
(Goldstein  1990; Bourhis 1989), non-Hodgkin Lymphome, Sarkome und
Astrozytome (Goldstein 1989). Im Fall von Neuroblastom und Sarkom im
Kindesalter besteht eine enge Korrelation zwischen der PGP Expression und
schlechter Prognose, einschlie3lich des Nichtansprechens der Chemotherapie
(Chan 1990).

Die Beobachtung, dal3 die PGP-Synthese bei Tumoren deren Ursprungsgewebe
nicht MDR1 exprimieren fuhrte zu der Vermutung, dal3 die maligne Transformation
per se das MDR1 Gen aktivieren kann. Bestatigung fiir diese Uberlegung fand
sich in einer Studie, in der der MDR1-Promotor durch ras und p53 stimuliert
werden konnte, zwei Genen die gewohnlich mit Tumorprogression assoziiert sind
(Chin 1992).

Ungeachtet des kurzen Zeitraumes seit Entdeckung des
vielfachresistenzassoziierten Proteins wachsen die Erkenntnisse uber die Rolle
und Wichtigkeit in der klinischen Praxis stetig. Dies gilt insbesondere fur die
Aussagekraft von MRP als prognostischer Faktor oder als mégliches Ziel fur eine

pharmakologische Reversion der Resistenzentwicklung.

Hohe Spiegel von MRP-mRNA wurden charakteristischerweise in Tumoren



gefunden, die gewdhnlich schlecht auf eine Chemotherapie ansprechen, wie etwa
bei Bronchialkarzinomen (Nooter 1996) oder Neuroblastomen, letztere auch mit
einer signifikanten Korrelation mit der Expression von n-myc, einem Onkogen,
welches z.Z. den starksten Indikator fur ein Therapieversagen darstellt (Bordow
1994). Diese Beobachtung l&Rt den Schlul3 zu, dal} eine enge Beziehung
zwischen zellularen Prozessen der Tumorprogression und der Ausbildung von

Faktoren der Chemoresistenz besteht.

Mehrere Studien konnten belegen, dafld bei schrittweiser Selektion zur
Chemoresistenz in erster Linie MRP bei niedrigeren Konzentrationen zu finden ist,
als PGP; ein moglicher Hinweis darauf, dafl3 die Expression von MRP in geringen,

klinisch relevanten Resistenzstufen sréarker ausschlaggebend ist (Brock 1995).

Schlieflich findet sich MRP haufig in verschiedenen Leukdmieformen. Eine
interessante Beobachtung konnte an der seltenen Subklasse M4Eo der akuten
myeloischen Leukamie gemacht werden. Dort fand sich eine Deletion eines der
MRP Allele, verbunden mit einem deutlich verlangerten, ruckfallfreien Intervall
nach primarer Therapie (Kuss 1994).

5.4.2 Pharmakologische Resensibilisierung von Chemoresistenz

In den letzten zehn Jahren sind zahlreiche Substanzen gefunden worden, die den
PGP vermittelten Auswartstransport der Chemotherapeutika zu inhibieren
vermogen. Die sogenannten Modulatoren des MDR oder Chemosensitiver
verteilen sich auf ein breite Varietat von Substanzen wie Kalziumkanalblocker,
einige Dihydropyridine, Amiodaron, Steroide, Cyclosporin, Chinin u.a. (Uberblick in
Ecker 1995). Einige dieser Agenzien konnten in Phase | und Il der klinischen
Prifung eintreten. Erste Ergebnisse zeigen, dal sich damit eine Beeinflussung der
MDR in vivo zwar erreichen laf3t, allerdings fir den Preis regelmafiig auftretender

erheblicher Nebenwirkungen (Raderer 1993). Im allgemeinen gilt, dal die



Modulatoren in sehr viel héheren als in deren urspriinglichen therapeutischen

Dosen appliziert werden mussen.

Bei der Suche nach Chemosensitivern bei nicht PGP expremierenden Zellinien,
deren Resistenz auf das Vorhandensein von MRP zurtckzufiuhren ist, sind
ebenfalls diverse Modulatoren bekannt. Dazu gehoéren: Verampamil,
Dihydropyridin, Tiapamil Analoge, der Bisindolylmaleimid Protein C Kinase
Inhibitor und zahlreiche weitere Substanzen (Uberblick in Loe 1996). Einige dieser
Stoffe bewirken eine Revision der Chemosensibilitat erst in Konzentrationen, die
eine therapeutische Anwendung verbieten. AuRerdem kann das Mal3 der Revision

stark zwischen den einzelnen Zellinien, ja sogar in einer einzelnen variieren.

Die Fahigkeit von MRP, Substrate nach Bindung mit Gluthation zu transportieren,
fuhrte zu Versuchen die intrazellularen Spiegel von GSH zu beeinflussen.
Experimentell wird dazu Buthionin Sulphoximin eingesetzt. Damit konnte bei

einigen Tumorzellinien eine Resensibilisierung erreicht werden (Loe 1996).

5.4.3 Ausblick
Aus onkolgischer Sicht gelten chemoresistente Zellen als abnorme Zellen, die den
Therapieerfolg verhindern. Man erlang den Eindruck, als ob die resistente Zelle
immer der ,mutierte®* und die sensitive immmer der ,normale® Phanotyp ist.
Dagegen wendet Harries ein, dalR die meisten natirlichen Gewebe recht
wiederstandsfahig gegeniber der Chemotherapie sind. Es ist daher auch nicht
verwunderlich, dafld Tumoren die aus diesen Geweben erwachsen in der Regel
eine Chemoresistenz zeigen. Letztlich bedarf es nur der Aktivierung von 3-7
Onkogenen um aus normalen Zellen Tumorzellen zu machen. Geht man davon
aus, dall das menschliche Genom etwa 100000 Gene enthdlt, so ist die

Tumorzelle -aus genetischer Sicht- zu 99,99% normal, zumindestens initial.

Die logische Konsequenz daraus scheint in der provokativen These von Harris zu
bestehen, daf} die ,normale” Tumorzelle chemosensibel, bis zu ihrer Mutation, ist
(Harris 1985).

Dabei ist die Chemoresistenz das zentrale Problem in der Krebsbehandlung,
insbesondere bei den disseminierten Tumoren die in der Regel nicht fur einen

chirugischen oder strahlentherapeutischen Ansatz geeignet sind.



Auch wenn die Resistenzmechanismen in Untersuchungen prézisiert werden
konnen, ist es nicht unproblematisch von diesen Ergebnissen auf den klinischen
Patienten zu extrapolieren: Zellen in Kultur fehlt die funktionelle Enbindung in das
Gewebe, sie sind meist weniger heterogen als im soliden Tumor und es ist nicht
zu erwarten, dald sie dort dhnlich homogen vom Chemotherapeutikum ausgesetzt

sind, wie es in vitro der Fall ist.

Trotz dieser Schwierigkeiten finden die Ergebnisse auf diesem Gebiet jetzt schon
Anwendung, so z.B. als klinischer Marker zur Vorhersage des Ansprechens eines
Therapieregimes. Letztendlich bleibt zu hoffen, dafl} weitere Erkenntisse zu einer
Uberwindung der Chemoresistenz, sei es durch Unterbindung der die
Chemoresistenz auslosenden Faktoren oder sei es durch geziehlte Entwicklung
eines Therapeutikums, das kein Substrat flir den Resistenzmechanismen darstellt,
fuhren.



6 Zusammenfassung

Bei der Behandlung disseminierter maligner Neoplasien ist die Chemotherapie mit
Hilfe zytostatisch oder zytotoxisch wirksamer Substanzen oftmals die einzige
Therapiestrategie mit Aussicht auf Erfolg. Therapielimitierend ist jedoch haufig die
Manifestation einer Chemoresistenz, die nicht nur gegen Vertreter einer
Stoffklasse gerichtet ist, sondern meist ein breites Spektrum strukturell
unterschiedlicher Substanzen einschliel3t. Dieses als Vielfachresistenz bekannte
Phanomen liegt in erster Linie in der Expression zellularer Proteine begriindet, die
vielfaltig an der Beseitigung und Unschéadlichmachung des Therapeutikums

beteiligt sind.

Ziel dieser Arbeit ist es, Unterschiede in der Expression auf Proteinebene von
chemoresistenten, im Vergleich zur den parentalen Ausgangslinien zu finden, um
so neue Faktoren zu detektieren, die mit dem chemoresistenten Phanotyp

assoziiert sind.

Fir meine Arbeit standen Zellinien eines Fibrosarkomes und Mammakarzinomes,
die in vitro gegen Mitoxantron selektioniert wurden und Zellinien von
Magenkarzinom, Pankreaskarzinom und Kolonkarzinom zu Verfigung, die
einerseits gegen Mitoxantron andererseits gegen Daunorubicin eine Resistenz
entwickelt haben. Mit dem Extrakt der zellularen Proteine der parentalen wie auch
resistenten Zellklone wurden mit Hilfe der zweidimensionalen Elektrophorese im
immobilisierten pH-Gradienten Proteinkarten erstellt, die dann rechnergestitzt
verglichen wurden. Im Hinblick auf eine vermehrte Bildung eines Genproduktes
wurden dann Proteinspots, die sich in den resistenten Zellinie als Uberexprimiert

darstellten, der Sequenzierung zugefuhrt.

Insgesamt konnten in der zweidimensionalen Elektrophorese acht Proteine
identifiziert werden, die in der Sequenzierung ein Ergebnis lieferten: sechs davon
waren nicht in der Ausgangszellinie vorhanden und bei zweien fand sich eine

vermehrte Expression in der resistenten Zellinie:



Zellinie Selektion Protein Ergebnis der 2-D- Ergebnis der
Spot Elektrophorese Sequenzierung

Magenkarzinom: Mitoxantron 1003 Nicht in der Thioredoxin
Ausgangszellinie

EPG85-257RNOV vorhanden (TRX)

Magenkarzinom: Mitoxantron/Da | 2001 Nicht in der Annexin-1

unorubicin Ausgangszellinie

EPG85-257RNOV/ vorhanden

EPG85-257RDB

Kolonkarzinom: Mitoxantron 3201 Nicht in der Adenin Phos-
Ausgangszellinie phoribosyltrans-

HT29RNOV vorhanden ferase

Kolonkarzinom: Daunorubicin 105 Nicht in der BCSG-1
Ausgangszellinie

HT29RDB vorhanden

Pankreaskarzinom: Mitoxantron 6002 Nicht in der Fettsaurebinden
Ausgangszellinie des Protein

EPP85-181RNOV vorhanden (FABP)

Pankreaskarzinom: Mitoxantron 205 Hochregulation Stratifin

EPP85-181RNOV

Pankreaskarzinom: Mitoxantron/Da | 6000 Hochregulation Cofilin

unorubicin

EPP85-181RNOV/

EPP85-181RDB

Fibrosarkom: Mitoxantron 1202 Nicht in der RHO-GDP
Ausgangszellinie Dissoziations

EPF86-079RNOV vorhanden Inhibitor-[1

Besondere Erwahnung soll die Darstellung von Thioredoxin (TRX) in der
mitoxantronresistenten Magenkarzinomzellinie finden. Thioredoxin ist in einer
Vielzahl biologischer Systeme integriert, wie Signaltransduktion, Genexpression
und Zellproliferation. Es ist identisch mit dem autokrinen Wachstumsfaktor ADF fur
T-Lymphozyten. Seine Redoxaktivitat ist entscheidend far die
proliferationssteigernde Wirkung, denn mit TRX transfizierte Zellen zeigen ein
vermehrtes Wachstum und eine verminderte Apoptose in vivo und vitro.
Thioredoxin rickt damit als pharmakodynamischer Angriffspunkt in das Interesse
einer medikamentdsen Beeinflussung im Hinblick auf eine Resensibilisierung oder

eines komplett neuen Ansatzes fur kiinftige Chemotherapeutika.

Einen Einflud in die Regulierung des Zellzyklus und der Apoptose sind fir



Annexin-1, Stratifin, Cofilin und den RHO-GDP-Dissoziationsinhibitor-3
vorbeschrieben und bekannt. Insbesondere letztere sind dahingehend
beschrieben worden Einflul3 auf die Verhinderung der Apoptose zu haben, ein im
Hinblick auf den Mechanismus der Chemoresistenz wichtiger Aspekt.

Fir das im Pankreaskarzinom detektierte fettsaurebindende Protein ist es
denkbar, dal? es -in Anlehnung an die unspezifischen Transportproteine der

Vielfachresistenz- am Auswartstransport der Chemotherapeutika beteiligt ist.

Die Rolle von BCSG-1 ist noch unklar, allerdings ist diese Protein auch erstmalig
vor zwei Jahren beschrieben worden; daher ist Uber dessen Rolle und Funktion in

der Zellphysiologie nur ungentigend bekannt.

Es ergibt sich daraus die Notwendigkeit, die Relevanz der aus der
zweidimensionalen Elektrophorese gewonnenen Ergebnisse durch andere
Verfahren zu Uberprifen, und deren genauen EinfluR zur Ausbildung des

chemoresistenten Phéanotyps zu charakterisieren.



7 Abkirzungen

SFU
ACT-D
ara-C?
ASK-1
BCSG-1
BSO
CFTR
CRtBP
DHFR
DTT
FABP
FH2
FH4
GSH
GSSG
GST
GS-X-Pumpe
hMTH1
ICE
IPG
LRP

LTC4

5- Fluorouracil

Actionomycin

Cytosin Arabinoside
Apoptosesignal-reguliernde-Kinase-1
Brustkrebsspezifisches Gen

Buthionin sulphoximin

transmembranarer Konduktans Regulator der Cystischen Fibrose

Retinolbindenes Protein
Dihydrofolat Reduktase
1,4-Dimercaptobuten-2,3-Diol
Fettsdurebindendes Protein
Dihydrofolsaure
Tetrahydrofolséaure
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SDS
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Multidrug Resistance
0°-Alkylguanin-DNA-Alkyltransferase
Multispezifischer organischer Anionentransporter
Mulidrugresistance Related Protein
Methotrexat

Nukleotid bindene Doméanen
Optische Dichte

P-Glykoprotein

Natriumlauryl-sulfat
Sulfunylharnstoffrezeptor
Trichloressigsaure

Topoisomerase Il
Thioredoxinreduktase

Thioredoxin
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