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Um die relative Rezeptoraffinitat, die agonistischen und antagonistischen Eigen-
schaften, sowie die Antitumorwirkung einer groBen Anzahl von Substanzen effektiv
bestimmen zu kénnen, sind effiziente pharmakologische Testsysteme notwendig.
Durch die Einfiihrung eines Luciferase-Assays ?°2%”l an humanen Mammakarzi-
nomzellen ist es mdglich, detaillierte Kenntnisse Uber die agonistische und antago-
nistische Wirkung von Substanzen auf molekularer Ebene in vitro zu erhalten. Der
frOher haufig durchgeflihrte Uterusgewichtstest an juvenilen NMRI-Mausen kann
somit flr das Screening umgangen werden, wodurch viele Tierversuche vermieden
werden. Ein Problem des in vitro-Tests ist allerdings, dass durch ihn keine Prodrugs
erkannt werden und nur Aussagen auf molekularer Ebene mdglich sind. Die Evalu-
ierung von antineoplastischen Wirkstoffen mit Hilfe der Zellkulturtechnik wird durch
die hohe genetische Variabilitdt der Tumorzellen erschwert. Durch das haufige Pas-
sagieren der Zellen wird ein Selektionsdruck ausgeibt, der schon nach wenigen Pas-
sagen zur Veranderung der Zelllinie fihrt. Um dennoch auf identisches Zellmaterial
zurlckgreifen zu kénnen, wird eine Tumorbank nach dem seed stock Prinzip nach
Hay %! angelegt. Dabei wird eine mdglichst friihe Passage einer Zelllinie ein-
gefroren, auf die bei Veranderung der jeweiligen Zelllinie zurickgegriffen werden

kann 299,

Nachfolgend werden die flr diese Arbeit relevanten Testsysteme kurz beschrieben.

4.1 Bestimmung der relativen Bindungsaffinitit zum ER (RBA-
Wert)

Eine ausreichend hohe Affinitdt zum ER wird als Voraussetzung fir die endokrine
Wirkung einer Verbindung angesehen. Zur Quantifizierung derselben wird die

Bindungsaffinitat von Substanzen zum ER in einem in vitro-Assay bestimmt.

Da keine radioaktiv markierten Verbindungen vorliegen, Uber die direkt eine Bindung
zum ER gemessen werden kann, wird die relative Bindungsaffinitat (RBA-Wert) in
einem Kompetitionsexperiment ermittelt. Hierzu bedient man sich des von der

European Organisation for Research on Treatment of Cancer (EORTC) vorgeschla-
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genen Dextran Coated Charcoal Verfahrens ?'% 2"l Der Test basiert auf der kompe-
tetiven Verdrangung eines radioaktiv markierten, moglichst spezifischen Liganden
durch einen zu testenden Wirkstoff vom Rezeptor in einer rezeptorhaltigen Losung.
Als radioaktiv markierter Ligand dient [°H]-Estradiol, welches stets in der gleichen
Konzentration eingesetzt wird. Die Testsubstanzen oder nicht radioaktiv markiertes
E2 werden in unterschiedlichen Konzentrationen eingesetzt. Nichtgebundene Anteile
an [*H]-Estradiol und Kompetitor werden zu Ende des Tests an dextranbeschichtete
Aktivkohle gebunden und aus dem Testansatz entfernt. Die Menge des verbliebenen,
an den ER gebundenen, radioaktiven E2 wird Uber seine p-Strahlung gemessen. Aus
den Messdaten wird der RBA-Wert der Testsubstanzen berechnet (vgl. 8.3.1.2, S.
199).

Im verwendeten Assay wird ER-haltiges Zytosol aus den Uteri frisch geschlachteter
Kalber eingesetzt (vgl. 8.3.1.1., S. 199). Die damit ermittelten Werte sind mit den un-
ter Anwendung von Zytosolen anderer Tierspezies (z. B. Ratte, Maus, Kaninchen,
Lamm) ¥'? erhaltenen Werte vergleichbar.

Naturgeman kann aus den Ergebnissen dieses Tests nicht zwischen Agonisten und
Antagonisten unterschieden werden. Auch 1&8t sich der Einfluss und die Auswirkung
einer Metabolisierung der Wirkstoffe nicht bestimmen.

4.2 Testung der agonistischen bzw. antagonistischen Wirkung auf
molekularer Ebene im Luciferase-Assay

4.2.1 Allgemeines

Mit Hilfe des Luciferase-Assays ist es mdoglich, eine Aussage Uber die estrogene

bzw. antiestrogene Potenz einer Substanz auf molekularer Ebene zu treffen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden ER-positive humane MCF-7-Brustkrebs-Zellen, die
stabil mit dem Plasmid EREluc transfiziert wurden, (MCF-7-2a-Zellen) verwen-
det 2% so dass auf die aufwindigen Schritte der Transfektion verzichtet werden
konnte. Das Plasmid (ein DNA-Segment) enthalt Fragmente mit Enhancer bzw. Pro-
moteraktivitdt sowie ein Reportergen. Das Reportergen codiert fur Luciferase, deren
Aktivitat gemessen wird. Im angewandten Testsystem wird dieses Protein in Abhan-
gigkeit von der estrogenen Wirkung einer Substanz exprimiert. Das in der Arbeits-
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gruppe Gust verwendete Plasmid EREwluc wurde von Meyer ¥ kloniert (Abbildung
4.1).
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Abbildung 4.1 Plasmidkarte des ERExcluc

Ap-R: B-Lactamase-Gen (codiert fir die Ampicillin-Resistenz, fir die Vermehrung in E.
coli notwendig); ori: Replikationsursprung; SV40: Polyadenylierungssignal, wichtig fiir
die Stabilitdit der m-RNA; tk: Promoter des Thymidin-Kinase-Gens aus Herpes
simplex; ERE: estrogen response element; f1: Fragment aus den Phagen F1,
ermdglicht eine Einzelstrang-Expression des Plasmids; Luciferase: Luciferasegen
aus Photinus pyralis

Es besteht aus insgesamt 6739 Basenpaaren und beinhaltet als Enhancersequenz
das ERE; das Reportergen (luc) stammt aus dem Leuchtkafer Photinus pyralis und
codiert fir das Enzym Luciferase. Die Expression dieses Proteins ist abhangig von
der estrogenen Wirkung einer Substanz. Es ist anderen Reporterproteinen, wie z. B.
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der Chloramphenicol-Acetyl-Transferase (CAT), weit Uberlegen, da sich die Detektion
schneller (einige Stunden gegentber mehreren Tagen beim CAT-Assay), empfind-
licher und weniger aufwéandig (es ist kein radioaktives Arbeiten notwendig) durch-
fihren lasst. Das Maximum der Luciferase-Expression ist bei der stabil transfizierten
Zelllinie ab der 42. Stunde der Inkubation erreicht 2'¥, wie in Abbildung 4.2 zu erken-

nen ist.
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Abbildung 4.2 Kinetik der Luciferase-Expression in MCF-7-2a-Zellen nach Hafner #'¥

Die gebildete Luciferase katalysiert die folgenden Schritte einer Chemilumineszenz-
Reaktion 2'°:

Luciferase + Luciferin + ATP + Mg®* —— Luciferase « Luciferyl-AMP + PP,

Luciferase + Luciferyl-AMP + O, —— Luciferase + Oxyluciferin + AMP + CO, + hv

Die resultierende Lichtemission kann mit einem Luminometer quantifiziert werden.
Sie setzt unmittelbar nach Substratzugabe ein und klingt sehr schnell wieder ab.
Schon nach einer Minute verbleiben nur noch etwa 10% der Spitzenaktivitat. Im Sub-
strat enthaltenes Coenzym A steigert die Gesamtlichtausbeute um ein Vielfa-
ches #'%. Der Wellenlangenbereich des emittierten Lichts erstreckt sich von 490 -
630 nm '®! Die Messung der relativen Lichtausbeute (Einheit: relative light units:
RLU) erfolgt Uber den gesamten Empfindlichkeitsbereich des Luminometers (390 -
520 nm) Uber einen Zeitraum von 10 s.
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Die durch E2 hervorgerufene Aktivierung der Luciferase-Expression ist konzentra-
tionsabhangig und erreicht ihr Maximum in einer Konzentration von 10® M, wie aus
der Abbildung 4.3 hervorgeht.
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Abbildung 4.3 Konzentrationsabh&ngigkeit der E2-vermittelten Luciferase-Aktivierung

4.2.2 Ermittlung der agonistischen Wirkung im Luciferase-Assay

Zur Bestimmung der estrogenen Eigenschaften einer Substanz wird die Stimulierung
einer substanzbedingten Luciferase-Expression in Abhéngigkeit von der Konzentra-
tion bestimmt. Hierfir werden MCF-7-2a-Zellen mit verschiedenen Konzentrationen
der Testsubstanzen inkubiert. Des weiteren werden Zellen unter Zusatz des reinen
Lésungsmittels (Background) und unter Zugabe von 10° M E2, (vgl. Abbildung 4.3,
max. Luciferase-Expression durch E2) als Kontrolle inkubiert. Nach Beendigung des
Versuchs wird die Luciferase-Aktivitat (RLU) bestimmt und mit der Gesamtprotein-
menge korreliert. Abbildung 4.4 zeigt den schematischen Ablauf eines Luciferase-

Assays.
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Kulturbedingungen:
zellspezifisches Kulturmedium, 37°C, 5% CO,

wasserdampfgeséttigte Atmosphéare

\J

Aussaat der Zellen in 6-Well-Platten
in einer geeigneten Zelldichte

(vgl. Abschnitt 8.3.3.3, S. 203)

l
Inkubation unter Kulturbedingungen

\J

Substanzzugabe

\’
Inkubation unter Kulturbedingungen

3

Zelllyse

3

Abtrennung grober zellularer Bestandteile

\J

Vermessung der RLU des Lysats

\

Proteinbestimmung

\J

Auswertung

Abbildung 4.4 Flussdiagramm flr den Testablauf des Luciferase-Assays
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Die Berechnung der gebildeten Luciferasemenge aus den ermittelten RLU-Werten,
erfolgt unter Zuhilfenahme einer Kalibriergerade nach Meyer ' in der die Luci-

ferase-Aktivitat in Abhangigkeit von der Luciferasemenge aufgetragen wird.
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Abbildung 4.5 Luciferase Kalibriergerade nach Meyer #'®

Die doppeltlogarithmische Auftragung der Werte ergibt zwischen 0.05 - 100 pg einen
linearen Verlauf (siehe Abbildung 4.5), fir den Gleichung (3) gilt:

In (M Luciterase) [Pg] = (IN (RLU) - 5.8541) / 1.172879 x 1000  (3)

Zur Berechnung der Aktivierung wird das Ergebnis delogarithmiert und durch 50 ge-
teilt (da 50 uL Zellextrakt vermessen werden), wodurch fg Luciferase / uL Proteinex-
trakt erhalten werden. Das Ergebnis wird durch die nach Bradford ' (vgl. 8.3.3.7, S.
205) ermittelte Gesamtproteinmenge dividiert, so dass schlieBlich fg Luciferase / ug
Protein erhalten werden.

Damit verschiedene Tests miteinander verglichen werden kénnen, wird das Ergebnis
in relativer Luciferase-Aktivitdt auf die maximale Aktivierung durch E2 bezogen
ausgedriickt (sieche Abbildung 4.3). Zu diesem Zweck wird in jedem Test 10 M E2
als Kontrolle mitgetestet und die resultierende Aktivierung gleich 100% gesetzt. Die
durch das ebenfalls mitgetestete reine Ldsungsmittel hervorgerufene Aktivierung
entspricht 0%. Die durch die Testsubstanzen erreichte Aktivierung wird auf die
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Stimulierung durch die Kontrolle bezogen und als relative Luciferase-Aktivitat ange-
geben (Siehe Abbildung 4.6).
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Abbildung 4.6 Relative Transkriptionsaktivierung durch E2

4.2.3 Ermittlung der antagonistischen Wirkung im Luciferase-Assay

Zur Bestimmung der antagonistischen Eigenschaften einer Substanz wird die Kon-
zentrationsabhangigkeit der Hemmung der E2-bedingten Luciferaseexpression
ermittelt. Hierzu werden MCF-7-2a-Zellen mit verschieden Konzentrationen des Anta-
gonisten und einer festen Konzentration E2 (10°° M) inkubiert.

Die Aufarbeitung erfolgt entsprechend der Bestimmung der agonistischen Wirkung.
Die erhaltenen Messwerte entsprechen der verbleibenden E2-induzierten Aktivierung
[%] nach Zugabe des jeweiligen Antagonisten. Aus der Konzentrations-Aktivierungs-
kurve, in der die Konzentration des Antagonisten gegen die prozentuale Luciferase-
Aktivierung analog zu Abbildung 4.7 aufgetragen wird, kann diejenige Konzentration
des Inhibitors abgelesen werden, bei der die Luciferase-Aktivierung auf 50% des E2-

Werts reduziert wird (ICso).

4.3 In vitro-Zytotoxizitatstest

Zur Charakterisierung der antiproliferativen Eigenschaften von Verbindungen, bietet
sich der Einsatz von in vitro-Zytotoxizitatstests an. Im Vergleich zu Tierversuchen
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werden schnell, effektiv und kostenglnstig Ergebnisse erhalten. Fir die in vitro-Un-
tersuchung der ER-vermittelten Proliferationshemmung von Brustkrebs wird die
MCF-7-Brustkrebszelllinie eingesetzt. Ausgewahlte Verbindungen werden zusatzlich
an der hormonunabhangigen MDA-MB-231-Brustkrebszelllinie untersucht.

4.3.1 Der Kristallviolett-Assay

Die Zytotoxizitat der untersuchten Verbindungen wird mit Hilfe eines kolorimetrischen
Verfahrens bestimmt. Das im Rahmen dieser Arbeit verwendete Testmodell wurde
von Gillies et al. 1986 2" zum ersten Mal beschrieben. Es handelt sich um einen
Zellkulturtest, bei dem die antiproliferative Wirkung Gber die veranderte Zellmasse,
die der Zellmenge proportional ist, in Monolayerkulturen mittels eines Kristallviolett-
Assays bestimmt wird. Seit der Ubertragung dieses Testmodells auf Mikrotiterplat-
ten ?'9 besitzt es gegeniiber friiheren in vitro-Zytotoxizitatstests [22%: 221 222, 223, 224]
entscheidende Vorteile, wie die verbesserte statistische Auswertbarkeit und einfache

Handhabung.
Abbildung 4.7 gibt einen schematischen Uberblick Gber den Ablauf des Zyto-

toxizitatstests, der grundsatzlich fur alle Zelllinien gleich ist. (siehe Kapitel 8.3.4, S.
206)

Kulturbedingungen:
zellspezifisches Kulturmedium, 37°C, 5% CO»

wasserdampfgeséttigte Atmosphéare

\J

Aussaat der Zellen in 96-Well-Platten
in der geeigneten

Zelldichte (siehe Tabelle 8.3, S. 207)
l

Inkubation unter Kulturbedingungen

\J

Substanzzugabe
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Fixieren der Zellen aller Kulturen einer Platte
mit Glutardialdehydlésung fir 20 Minuten (to);
Aufbewahrung unter PBS bei 4 °C

\2
Inkubation unter Kulturbedingungen

\J

Fixieren der Zellen (siehe oben)
nach unterschiedlich langen Inkubationszeiten;

Aufbewahrung unter PBS bei 4 °C
l

Farben der Zellen mit 0.02 %iger
Kristallviolettlosung (30 Min)

\J

Entfernen des Uberschissigen Farbstoffs

Herauslésen des gebundenen Farbstoffs

mit 70% Ethanol
J

Messung der optischen Dichte bei 590 nm

\J

Auswertung

Abbildung 4.7 Flussdiagramm fir den Testablauf des Zytotoxizitatstests (Kristallviolett-Assay)

Die Zellen werden in ihrem Kulturmedium (vgl. 8.1.2.5, S. 143) in 96-Well-Kultur-
platten ausgesat. Da die Aussaatdichte einen groBen Einfluss auf den Testverlauf
und die Reproduzierbarkeit hat, wird fir jede Zelllinie eine definierte Zelldichte aus-
gesat (vgl. Tabelle 8.3, S. 207). Nach der Anwachszeit werden die zu untersuchen-
den Substanzen, Cisplatin und reines Losungsmittel (DMF) als Kontrolle fiir Wachs-
tum ohne Substanz zu den Zellen zugegeben und diese weiter inkubiert. Diese An-
wachszeit ist ebenfalls spezifisch fur eine Zelllinie. Da eine Wirkungskinetik der zuge-
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setzten Substanzen bestimmt werden soll, wird zu finf aufeinander folgenden Zeit-
punkten das Medium inklusive Substanz entfernt und die Zellen mittels Glutardial-
dehyd an den Mikrotiterplatten fixiert. Tote Zellen haften nicht mehr am Untergrund
und werden dadurch entfernt. Um das Austrocknen der Zellen bis zur Auswertung zu
vermeiden, werden sie mit PBS Uberschichtet und bei 4 °C aufbewabhrt. In die Berech-
nung der antiproliferativen Wirkung flieBt auch die Ausgangszellmasse ein, deshalb
werden die Zellen einer ganzen Platte zum Zeitpunkt der Substanzzugabe abge-
stoppt und fixiert, wie oben beschrieben.

Dem Farbeprozess werden alle Platten gleichzeitig unterzogen. Dadurch werden
Fehler durch unterschiedliche Farbebedingungen vermieden. Als Farbstoff dient Kris-
tallviolett, das vor allem die DNA-assoziierten Nukleoproteine in den Zellen anfarbt.
Der Uberschissige Farbstoff wird mit Wasser herausgewaschen, gebundenes Kris-
tallviolett wird anschlieBend mit Ethanol 70% aus den Zellen wieder herausgeldst
und die Extinktion dieser Lésung vermessen. Nach SpruB ?®! korreliert diese sehr
gut mit der Zellmasse. Aus den erhaltenen Daten kann die zytotoxische Wirkung
(relative prozentuale Wachstumshemmung T/Cyor) der untersuchten Verbindungen

nach der folgenden Gleichung (4) berechnet werden.
T/Cron=[(T" - Co) / (C* - Co)] x 100 [%] (4)

T*: Mittelwert der optischen Dichte der Kristallviolettlésung der
behandelten Kulturen

C*: Mittelwert der optischen Dichte der Kristallviolettiésung der
Kontrollkulturen (mit reinem Lésungsmittel behandelte Kulturen)

Co: Mittelwert der optischen Dichte der Kristallviolettldsung der
Kulturen zum Zeitpunkt der Substanzzugabe

Bei zytoziden Verbindungen ist der Mittelwert der Extinktion der behandelten Kul-
turen T* geringer als der Ausgangswert Co. Nach Skehan ¥?® wird die Zellmenge der
Kontrollkulturen C* in die Berechnung zur Quantifizierung der Wirkung nicht mitein-

bezogen. Anstelle von T/Cyor Wird deshalb der t-Wert nach Gleichung (5) berechnet.
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= [(T*- Cq) / Co] x 100 [%)] (5)

T*: Mittelwert der optischen Dichte der Kristallviolettlosung der
behandelten Kulturen

Co: Mittelwert der optischen Dichte der Kristallviolettldsung der
Kulturen zum Zeitpunkt der Substanzzugabe

Die Ergebnisse unterliegen unterschiedlich hohen Schwankungen, die als prozentu-
ale Standardabweichung (SE [%]) ausgedriickt werden. Je wirksamer eine getestete
Verbindung ist, desto geringer ist die SE [%)].

Die T/Cxor-Werte, Uber die die antiproliferativen Eigenschaften der Testsubstanzen
bewertet werden, werden nach folgender Einteilung interpretiert:

T/Cyorr > 80% keine antiproliferative Wirkung
T/Crorr < 80% antiproliferative Wirkung
T/Ckorr 20 - 0% zytostatische Wirkung

T/Ckorr < 0 % zytozide Wirkung

Unter zytotoxischer Wirkung wird jede negative Beeinflussung des Zellwachstums

verstanden.

4.3.2 Die MCF-7-Zelllinie

Die MCF-7-Zelllinie (Michigan Cancer Foundation) ist eine menschliche, hormonsen-
sitive Mammatumorzelllinie. Sie wurde 1970 aus dem malignen PleuraerguB3 einer
Patientin gewonnen, deren metastasiertes, duktales Mammaadenokarzinom zuvor

drei Jahre lang mit Hormon- und Radiotherapie behandelt worden war 227!,

Die weit verbreitete und gut charakterisierte Zelllinie ¥?®! besitzt unter anderem Re-
zeptoren fur Estrogene, Androgene und Progesteron. Sie hat einen hohen Hor-
monrezeptorgehalt #2 23% yon 70 - 90 fmol / mg Protein, weswegen sie auch als hor-
monabhangig bezeichnet wird, jedoch ist sie auch fir Substanzen ohne hormonelle
Wirkung, wie z. B. Platinkomplexe, sensitiv.
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4.3.3 Die MDA-MB-231-Zelllinie

Die MDA-MB-231-Zelllinie wurde ebenfalls aus einen malignen Pleuraerguss einer
Patientin mit metastasierendem duktalen Mammakarzinom, das zuvor drei Wochen
mit Chemotherapeutika behandelt worden war, gewonnen. Die Zelllinie wurde 1974
etabliert ®®" und gilt aufgrund des Fehlens nachweisbarer Estrogen- und Progeste-

ronrezeptoren als hormoninsensitiv 27,



