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Einleitung

Das metastasierende Nierenzellkarzinom
ICD10: C 64

Definition und Klassifikation

Das Nierenzellkarzinom ist ein maligner epithelialer Tumor des
Nierenparenchyms mit immunhistochemischen Merkmalen von Tubulus-
epithelien (RIEDE & WEHNER, 1992). Histopathologisch wird das Nierenzell-
karzinom seit 1986 Ublicherweise nach THOENES klassifiziert. Es werden 6
Subtypen beschrieben, die sich in ihrer Auftretenshaufigkeit unterscheiden:

mit 73% tritt der klarzellige Typ am haufigsten auf, gefolgt vom chromophilen mit
15%, und dem chromophoben mit 4%. Gemischte Formen, der spindelférmige
bzw. pleomorphe Typ und andere Untergruppen sind mit etwa 3% gleich haufig

vertreten (THOENES & STORKEL, 1986).

Atiologie

Die Atiologie des humanen Nierenzellkarzinoms ist nicht vollstandig geklart.
Damit ein Nierenzellkarzinom entsteht, muss eine Vielzahl chromosomaler und
molekularer Aberrationen zusammenwirken.

So konnten fur die von THOENES et al. beschriebenen Tumortypen verschiedene
Aberrationsmuster dargestellt werden (v.D.BERG & v.D.HouTt, 1993). Der
haufigste Befund ist der Verlust des kurzen Armes von Chromosom 3 (v.D.BERG
& Vv.D.HouTt, 1993; ZBAR & BRAUCH, 1987). Auf dem kurzen Arm des
Chromosoms 3 ist das ,Von- Hippel- Lindau“ (VHL) — Tumorsuppressorgen
lokalisiert, dessen Ausfall oder Fehlfunktion fur die Entwicklung eines klarzelligen
Nierenzellkarzinoms eine tragende Rolle spielt. In 50 — 80 % der sporadischen
klarzelligen Nierenzellkarzinome bestehen VHL - Mutationen oder
Gendeletionen ( TURNER & MOORE, 2002).

Auch einigen Umweltnoxen wird eine tumorinduzierende Wirkung zugesprochen.
Hierzu gehodren die Arbeit an Hochdéfen in der Eisen- und Stahl verarbeitenden

Industrie, Asbest-, Benzin-, und Cadmiumexposition (MANDEL & MCLAUGHLIN,
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1995), Nikotinabusus, sowie Adipositas und arterielle Hypertonie (PISCHON &
LAHMANN, 2006). Die wichtigste praventive Mallnahme ist die Nikotinkarenz.

Epidemiologie

Das Nierenzellkarzinom wurde 1883 erstmals von GRAWITZ als das ,Lipom der
Niere® beschrieben (GRAWITZ, 1883). Heute stellt dieser Tumor mit rund 85% den
haufigsten aller malignen Nierentumoren dar (RIEDE & WEHNER, 1992). Aus den
Daten der seit 1985 in Deutschland bestehenden ,Arbeitsgruppe zur
Koordination klinischer Krebsregister (AKKK)“ geht hervor, dass im Zeitraum
zwischen 1987 und 1992 auf insgesamt 56.013 erfasste urologische Tumoren
11.424 Nierenzellkarzinome entfielen. Das entspricht einem Anteil von 20,4%.
Das durchschnittliche Alter der Betroffenen wird mit 61,1 Jahren angegeben.
Altersbereinigt finden sich mannliche wie weibliche Patienten am haufigsten in
der Klasse vom 70.-75. Lebensjahr. Manner sind gegenlber Frauen haufiger
betroffen (FISCHER & WACHTER, 1997). Diese Ergebnisse entsprechen
weitgehend der im ,Surveillance, epidemiology and end results (SEER) —
Programm® des vom National Cancer Institute dokumentierten Epidemiologie

des metastasierenden Nierenzellkarzinoms in den USA (LYNCH & COHEN, 1995).

Studien von GUINAN et al., zur Haufigkeitsverteilung der verschiedenen
Tumorstadien im Zeitraum zwischen 1975-1985 ergaben, dass die prognostisch
ungunstigen Tumorstadien pT3 und pT4 gegentber den glnstigeren Stadien
pT1 und pT2 im Verhaltnis 3:1 deutlich Uberwogen (GUINAN & VOGELZANG, 1995).
Im von FISCHER et al. untersuchten Zeitraum zwischen 1987-1992 verschob sich
dieses Verhaltnis zugunsten der auf die Niere beschrankten Tumoren: das
Verhaltnis zwischen pT1- / pT2-Tumoren und pT3- / pT4-Tumoren wird nun mit
1,6:1 angegeben (FISCHER & WACHTER, 1997). Diese Entwicklung wird auf die
heute mogliche Diagnostik unter Verwendung qualitativ. hochwertiger
bildgebender Verfahren wie Ultraschallsonographie, Computertomographie und

Magnetresonanztomographie zuriickgeflhrt (BRETHEAU & LECHEVALLIER, 1995).
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Klinik

Die oben beschriebene Entwicklung ist fur den an einem Nierenzellkarzinom
Erkrankten vorteilhaft, da die klinische Symptomatik des Tumors unspezifisch ist.
In nur 5% der Falle manifestiert er sich mit der klassischen Symptomtrias
Hamaturie, Flankenschmerz und palpabler Abdominaltumor. Es existieren zwar
eine Reihe unspezifischer Symptome wie intermittierendes Fieber,
Gewichtsverlust und Leistungsabfall, sowie eine Vielzahl mdoglicher
Laborveranderungen, die aber keineswegs pathognomonisch fur das
Nierenzellkarzinom sind (SCHELER & WEBER, 1992).

Trotz des Fehlens einer frihzeitig wegweisenden Symptomatik ist eine
rechtzeitige Diagnosestellung notwendig, da die Prognose der Tumorpatienten
umso besser ist, je frihzeitiger die Diagnose erfolgt (BRETHEAU & LECHEVALLIER,
1995). Im Wesentlichen tragt hierzu bei, dass im Falle einer frihen Diagnose
noch keine ausgedehnte Metastasierung erfolgt ist. Die Metastasierung betrifft
zu 30 % die Lunge, zu 26 % das Skelettsystem, zu 10% nicht regionare
Lymphknoten und zu etwa 10 % die Leber. Als prognostisch besonders
ungunstig gilt der Nachweis einer Beteiligung des Skelettsystems (STAHL &
WILKE, 1992).

Therapie und Resistenzproblematik

Die Resistenz des Nierenzellkarzinoms und seiner Metastasen gegenuber
Chemo-, Strahlen- und Hormontherapien erklart, warum bis heute die radikale
Tumornephrektomie mit Lymphadenektomie die einzige kurative Therapie fur
den Patienten mit lokalisiertem Nierenzellkarzinom ist (EICHENAUER & VANHERPE,
1996, LUUNGBERG & HANBURY, 2007).

Ausgehend von der Beobachtung, dass in seltenen Fallen (0,5%) Spontan-
remissionen von Metastasen beobachtet werden konnten (KALLMEYER &
DITTRICH, 1992) und in der Annahme, dass es sich hierbei um immunologische
Phanomene handelt, wurde eine Vielzahl immuntherapeutischer Konzepte

entwickelt.
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Erprobt wurden verschiedene Zytokin-, Mono- und Kombinationstherapien, sowie
unter dem Begriff ,adoptive Therapien® zusammengefasste Testreihen mit
.lymphokin-aktivierten Killerzellen“ und ,tumorinfiltrierenden Lymphozyten®. Das
Ergebnis letztgenannter Testreihen rechtfertigte deren Einzug in den klinischen
Gebrauch nicht.

Klinische Anwendung fanden das Interferon -a und Interleukin — 2. Wobei
lediglich das Interferon — o in der aktuellen Therapie - Leitlinie fur das
metastasierte Nierenzellkarzinom in Kombination mit dem Angiogeneseinhibitor
Bevacizumab zur Erstlinientherapie empfohlen wird (LJUNGBERG & HANBURY,
2009).

Angiogeneseinhibitoren haben in den letzten Jahren Einzug in die systemische
Therapie des metastasierten Nierenzellkarzinoms gehalten.

Rationale fur die  Anwendung von  Angiogeneseinhibitoren  am
Nierenzellkarzinom war, dal} die klarzelligen Tumore, die Uber 80 % der
malignen Tumore der Niere ausmachen, mit einer Inaktivierung des Von Hippel
Lindau — Tumorsuppressorgenes assoziiert sind (PANTUCK & ZENG, 2003). Das
Fehlen dieser Tumorsuppressorfunktion fiihrt zu einer Uberexpression einer
Reihe von Hypoxie — induzierenden Faktoren, die zur gesteigerten Transkription
Hypoxie — induzierbarer Gene, wie zum Beispiel des Gefall — Endothel —
Wachstumsfaktors (,Vascular Endothelial Growth Factor®, VEGF), des
Blutplattchen — Wachstumsfaktors (,Platelet Derived Growth Factor®, PDGF) und
des Epithel — Wachstumsfaktors (,Epithelial Growth Factor®, EGF) fuhren. Die
Signaltransduktion wird nach Bindung des jeweiligen Liganden Uber die
Thyrosinkinasedomane des entsprechenden Rezeptors Ubermittelt, an deren
Ende Mechanismen der Zellproliferation, Angiogenese und Apoptoseinhibition
stehen (TURNER & MOORE, 2002, KRAUSE & VAN ETTEN, 2005, STAEHLER &
HASEKE, 2008).

Insofern stellt derzeit die Unterbrechung der VEGF - und PDGF -
Signaltransduktionswege ein zentrales Ziel der antiangiogenetischen Therapie
dar. Substanzen, die heute hierzu beim Nierenzellkarzinom Anwendung finden,
sind die Rezeptor — Thyrosinkinase — Inhibitoren Sunitinib und Sorafenib und der

rekombinante humane monoklonale Antikérper Bevacizumab, der VEGF bindet
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und so die Interaktion an dessen Rezeptor unterbindet (OUDARD & GEORGE,
2007).

Speziell das Versagen der Zytostatikatherapie am Nierenzellkarzinom wird auf
eine genetisch fixierte ,Multidrug-Resistance® zuriickgefuhrt.

Bereits im nicht maligne transformierten Nierenepithel ist eine hohe Expression
von Genen bzw. Proteinen nachweisbar, die fur die renale Sekretion und
Metabolisierung von korperfremden Stoffen bedeutsam sind und die Zelle vor
den schadigenden Einflissen solcher Substanzen schitzen. Der Nachweis
erfolgte fir das MDR-1-Gen (THIEBAUT & TSURuUO, 1987; CORDON-CARDO &
O'BRIAN, 1990; Kim & KAKEHI, 1996), die Glutathion-S-Transferase-n-, sowie die
Topoisomerase |l-Expression (KiM & KAKEHI, 1996).

Erhdhte Expressionslevel solcher Gene kdnnen auch in maligne transformierten
Nierenepithelien gefunden werden. Besonders gut dokumentiert ist dieser
Sachverhalt fur das MDR-1-Gen (THIEBAUT & TSURUO, 1987; CORDON-CARDO &
O'BRIAN, 1990; KiM & KAKEHI, 1996; VoLM & MATTERN, 1992), und das
Glutathion- S-Tranferase-n-Gen (Kim & KAKEHI, 1996; MICKISCH & ROEHRICH,
1990; VoLM & MATTERN, 1992).

Auch in Tumoren setzt die Aktivierung dieser Gene Mechanismen in Gang, die
die Zelle vor schadigenden Einflussen schitzen. Was sich fur die normale Zelle
des Nierenepithels als absolut notwendig erweist, erschwert den Einsatz eines
Chemotherapeutikums an der maligne transformierten Zelle. Die Tumorzelle wird
vor der schadigenden Wirkung des Chemotherapeutikums geschutzt und
zytostatikaresistent.

Studien, in denen man versuchte, die Mechanismen aufzudecken, die die
Tumorzelle gegenuber dem Zytostatikum unempfindlich machen, ergaben, dass
beim ausgepragten Resistenzverhalten des Nierenzellkarzinoms vermutlich
mehrere Resistenzmechanismen ineinander greifen (VoM & MATTERN, 1992;
MicKISCH & ROEHRICH, 1990; KiIM & KAKEHI, 1996). So konnte von VoLM et al.
gezeigt werden, dass von 30 humanen Nierenzellkarzinomen 89% zwei oder

mehr Resistenzmechanismen aufweisen (VOLM & MATTERN, 1992).
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Exprimierende Tumoren
(n=30)

[Anzani A ot prozentual |
0 0 0

Resistenzmechanismen

il p = Glycoprotein 0
Gluthation— S - Transferase - 0
Topoisomerasell 3 10

2 P — Glycoprotein / Gluthation — S — Transferase - 8
m
P — Glycoprotein / Topoisomerase || 6
Gluthation - S — Transferase — 1 /

Topoisomerasell 2 253

3 P — Glycoprotein /Gluthation — S — Transferase — 1 36
1/ Topoisomerase ||

aus VoM et al.:
Expression of Several Resistance Mechanisms in Untreated Human Kidney and
Lung Carcinoma, Anticancer Research, 12, 1992, 1063 — 1068.
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Taxol®

Entdeckung und Entwicklung von Taxol®

In den sechziger Jahren startete das ,National Cancer Institute” ein
umfangreiches Projekt, in dem uber 35.000 Pflanzenarten auf eine mogliche
antineoplastische Wirkung hin gepruft wurden. Im Rahmen dieser grof
angelegten Studie wurden 1963 Proben aus der Rinde der pazifischen Eibe,
Taxus brevifolia, gewonnen.

Eine Arbeitsgruppe am ,Research Triangle Institute, (Durham, NC)“ konnte 1964
fur einen bis dahin nicht isolierten Bestandteil dieses Gehodlzes eine in vitro
Aktivitat gegen KB-Zelllinien und Leukamiezellen der Maus nachweisen (WANI &
TAYLOR, 1971). Ermutigt durch diese Ergebnisse wurden vom ,National Cancer
Institute® in vivo Studien gestartet, in denen sich das Walker 256 Karzinosarkom,
das Sarkom 180, die P 1534, P 388 und L 1210 Leukamie-Zelllinien, sowie das
B16 Melanom und das humane MX-1-Mammakarzinom im Xenotransplantat-
Modell als sensibel gegeniuber dem Extrakt erwiesen (NATIONAL CANCER
INSTITUTE, 1991).

Erst 1971 wurde wiederum von der Arbeitsgruppe um WANI et al. die Isolierung
und Strukturformel der Substanz Taxol® beschrieben, die fir die anti-
neoplastische Aktivitat des Rohextraktes aus Taxus brevifolia verantwortlich ist
(WANI & TAYLOR, 1971).

Taxol® wurde 1977 von der ,NCI Division of Cancer Treatments Decision
Network® zur klinischen Weiterentwicklung zugelassen, aber dennoch verzogerte
sich der Einsatz von Taxol® im klinischen Gebrauch um fast ein Jahrzehnt. Zum
einen zeichnete sich mit der neuen Substanz gegenuber den gangigen
Zytostatika keine signifikant starkere Wirkung auf die damals verfigbaren
experimentellen Tumormodelle ab (NATIONAL CANCER INSTITUTE, 1991;
ROWINSKY & ONETTO, 1992), zum anderen stellte sich die Entwicklung einer
geeigneten pharmazeutischen Darreichungsform aufgrund der geringen Wasser-
I6slichkeit von Taxol® als schwierig heraus. Bedeutsam war auch die geringe

Verflgbarkeit der neuen Substanz: der Ertrag aus ungefahr 3kg Rinde belief sich
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auf etwa 300mg Substanz. Eine solche Substanzmenge, wird flr nur eine

einzige Chemotherapie bend6tigt (HORWITZ, 1994).

Das Interesse an Taxol® wurde erneut geweckt, als erstmalig Erkenntnisse Uber
seinen einzigartigen Wirkmechanismus veroffentlicht wurden. Man beschrieb
Taxol® als Spindelgift, das seine zytotoxische Wirkung Uber eine verstarkte
Tubulinpolymerisierung und Stabilisierung von Mikrotubuli entfaltet (SCHIFF &
FANT, 1979; ScHIFF & HORwITZ, 1980). Es unterschied sich dadurch von allen
bekannten Spindelgiften, wie Colchizin oder den Vinca-Alkaloiden, die an
unpolymerisiertem Tubulin angreifen, und die Bildung von Mikrotubuli

unterbinden (KUMAR, 1981).

1983 begannen toxikologische und klinische Phase-I-Studien, in denen Taxol®
mit Cremophor® EL als L&sungsvermittler eingesetzt wurde. Das Auftreten
schwerer Uberempfindlichkeitsreaktionen schon bei kurzen Infusionsdauern von
1 und 3 Stunden, die auf den Lésungsvermittler Cremophor® EL zuriickgefiihrt
wurden, verzogerten den klinischen Einsatz um weitere Jahre (WEISS &
DONEHOWER, 1990). Neben den Hypersensitivitatsreaktionen erwiesen sich die
unter Taxol® auftretende Leukopenie und Neuropathie als dosislimitierend
(RowINSKY, 1993).

1989 entdeckten Forscher des ,Johns Hopkins Oncology Center’ die
hochsignifikante Wirksamkeit von Taxol® beim metastasierten, platin-resistenten
Ovarialkarzinom (MCGUIRE & ROWINSKY, 1989). Im Jahre 1991 wurde von seiner
Wirksamkeit beim metastasieten Mammakarzinom berichtet (HOLMES &
WALTERS, 1991). Die Empfehlung einer Taxol®-Therapie zur Behandlung des
metastasierten, platinresistenten Ovarialkarzinoms und des metastasierenden
Mammakarzinoms nach Versagen der anthrazyklinhaltigen Standardtherapie
erfolgte in Deutschland 1993 bzw. 1995 (BGA, 1993; BfArM, 1995).

Weitere Indikationen fur die Anwendung von Taxol sind heute dartberhinaus die
adjuvante Therapie des nodal positiven Mammakarzinoms sequentiell zur

Doxorubicin — haltigen Standardtherapie, die palliative chemotherapeutische
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Erstlinien - Kombinationsbehandlung des nicht kleinzelligen Bronchialkarzinoms
mit Taxol und Cisplatin, sowie die Zweitlinien — Therapie des AIDS — assoziierten
Kaposisarkoms (FACHINFORMATION BRISTOL-MYERS SaquiBs, 2007).

Die chemische Struktur und Synthese von Taxol®

Bei Taxol® handelt es sich um ein komplexes zyklisches Diterpen. Sein
Grundgerust besteht aus einem Taxanringsystem mit einem vierbindigen
Oxetanring und einer veresterten Seitenkette an Position C-13 (WANI & TAYLOR,
1971). Diese C-13-Seitenkette und ein intakter Taxanring sind notwendig, damit
Taxol® auf Saugetierzellen zytotoxisch wirkt (PARNESS & KINGSTON, 1982). Eine
Veresterung an der C-2'-Position dieser Seitenkette fuhrt zu einem Verlust der in
vitro Aktivitat, lasst aber die Wirksamkeit in der Zellkultur unbeeinflusst. Diese
Beobachtung legt die Vermutung nahe, dass Taxol® intrazellulér in einen aktiven
Metaboliten umgewandelt wird (MELLADO & MAGRI, 1984).

Weitere Untersuchungen ergaben, dass der 3 -Amid-Substituent der Seitenkette
eine grolle Bedeutung fur die Bindung des Medikamentes am Mikrotubulus hat

(SWINDELL & KRAUSS, 1991).

O
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Taxol®- Strukturformel

Die de novo - Synthese Taxols® gelang erst 1994, fast 30 Jahre nachdem sein
antineoplastisches Wirkpotential entdeckt wurde (NiCOLAOU & YANG, 1994;
HOLTON & SomozA, 1994). Obwohl hierdurch die Entwicklung strukturverwandter
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Taxane realisierbar wurde, die mdglicherweise Uber eine groRere
antineoplastische Aktivitat verfligen oder eine Taxol®-Resistenz {iberwinden
kénnen, wird die vollstindige Synthese Taxols® heute aus dkonomischer Sicht
nicht beflrwortet (SRINIVASAN & PESTCHANKER, 1995). Aus diesem Grund wird
Taxol® weiterhin semisynthetisch aus einer Vorstufe, 10-Deacetyl-Baccatin III,
hergestellt, die in den Nadeln und Asten von Taxus brevifolia und anderer
Taxusspezies zu finden ist (BORNKESSEL, 1994).

Wirkmechanismus

Kenntnisse uber die komplexen Wirkmechanismen, Uber die Taxol® den
zellularen Stoffwechsel erreicht, basieren auf Studien, die sich intensiv mit der
Wechselwirkung von Taxol® und seinem zelluldren Bindungspartner, dem
Tubulin, auseinandersetzen. Im Wesentlichen werden hier zwei methodische
Ansitze unterschieden. Der erste Ansatz verfolgt das Ziel, den Effekt von Taxol®
auf gereinigtes Tubulin unter in vitro Bedingungen, unabhangig vom
Zellstoffwechsel, zu charakterisieren. Im zweiten Forschungsansatz werden
diese Ergebnisse zu den in vivo beobachteten Taxol®-induzierten Ver-

anderungen im Zellstoffwechsel in Beziehung gesetzt.

Effekte von Taxol® auf gereinigtes Tubulin in vitro

Das a- und das B-Tubulin sind die Elementarbausteine fur den Aufbau des
Zytoskeletts. Diese beiden Untereinheiten verbinden sich gewohnlich zu
sogenannten Tubulinheterodimeren, durch deren Polymerisation die typische
Struktur der Mikrotubuli entsteht. Mikrotubuli sind Hohlzylinder mit einem
mittleren Durchmesser von 24 nm. lhre Strukturanalyse ergibt, dass die
Tubulinuntereinheiten in Form von Protofilamenten zusammengelagert sind
(Amos & KLug, 1974). Normalerweise bestehen Mikrotubuli aus 13 solcher
Protofilamente, die in einer a-helikalen Struktur um eine gemeinsame Achse

angeordnet sind (DUSTIN, 1984).

Damit eine Synthese von Mikrotubuli aus Tubulinuntereinheiten unter in-vitro
Bedingungen stattfindet, ist neben einer Mindestkonzentration an Tubulin, der

sogenannten kritischen Tubulinkonzentration (GASKIN & CANTOR, 1974; BORISY &



Taxol® 21

OLMSTED, 1974), normalerweise die Anwesenheit von Mikrotubulus-assoziierten
Proteinen (MAP's), Guanosin-Triphosphat (GTP), Ethylen-glykol- bis -(beta)-
aminoethyl-ether-N-N"-Tetraacetat-Saure (EGTA), organischem Puffer und eine
Temperatur von 37°C erforderlich (GASKIN & CANTOR, 1974).

Unter Zugabe von Taxol® kann eine Bildung von Mikrotubuli aus gereinigtem
Tubulin auch ohne die genannten Co-Faktoren beobachtet werden. AuRerdem
wird durch Taxol® die kritische Tubulinkonzentration gesenkt. Die gebildeten
Mikrotubuli erweisen sich ferner als bestandig gegenluber niedrigen
Temperaturen, 4°C und Ca?*, Faktoren, die normalerweise zur Depolymerisation
in vitro gebildeter Mikrotubuli fUhren (SCHIFF & FANT, 1979; SCHIFF & HORWITZ,
1981).

Taxol®

MAP’s, Mg~ EGTA, GTP, 37°C

Tubulin - Dimere - . Mikrotubuli
aktiv 4°C, CaCl,
Taxol
Mikrotubuli
Taxol® - stabilisiert

Verandert nach: Horwitz - SB et al, 1982in Taxoff:
Anew probe for Studving The Structure and Funzlon of Microlubules.

Neben diesen Effekten konnte gezeigt werden, dass solche Mikrotubuli
bevorzugt aus nur 12 Protofilamenten aufgebaut werden, einer strukturellen
Veranderung, die sich in einem verminderten queren Durchmesser niederschlagt
(ANDREU & BORDAS, 1992; RAY & MEYHOFER, 1993; ARNAL & WADE, 1995).
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In in-vitro-Studien, die zum Ziel hatten, die Bindungsstelle von Taxol® genauer zu
lokalisieren, stellte man fest, dass die Inkubation des Reaktionssystems mit
Substanzen wie Colchizin oder Vinblastin, die zu einer Depolymerisation der
Mikrotubuli fUhren, die Taxol®-Bindung verhindern. Dieses Ergebnis deutete
darauf hin, dass der intakte Mikrotubulus ein spezifisches Ziel fir Taxol®
darstellt. Fur die Taxol®-Bindung an den intakten Mikrotubulus fand man eine
Stochiometrie von ~ 1 (PARNESS & HoORwiTz, 1981). Mit Hilfe elektronen-
kristallographischer Analysen konnte bestatigt werden, dass im Mikrotubulus
genau ein Taxol®-Molekiil pro Tubulinheterodimer gebunden vorliegt (MAKOWSKI,
1995; NOGALES & GRAYER-WOLF, 1995).

Erst Studien zu Beginn der 90ger Jahre erbrachten genauere Erkenntnisse Uber
die spezifische Bindungsstelle von Taxol® am Mikrotubulus: Tests mit [H3]-
markiertem Taxol® ergaben, dass das Medikament bevorzugt kovalent an zwei
spezifische Domanen der p-Untereinheit des Tubulins bindet. Als
Bindungsstellen fand man die N-terminalen Aminosauren 1 - 31 und die
Aminosauren 217 - 231. Ferner konnte festgestellt werden, dass markierte
Substanz durch unmarkierte von der Bindungsstelle verdrangt wird. Ein solcher
Effekt ist nur dann erklarbar, wenn man eine reversible Substanzbindung
voraussetzt (RAO & HORWITZ, 1992; RAO & KRAUSS, 1994; RAO & ORR, 1995).

Andere Ergebnisse zeigten, dass vermutlich nicht nur diese Bindungsstellen im
B-Tubulin fir den Verbleib von Taxol® am Mikrotubulus und den hier erzeugten
strukturellen Veranderungen verantwortlich sind. Vielmehr scheint die
charakteristische ~Verankerung Taxols® zwischen den mikrotubuldren
Protofilamenten fur diese Effekte bedeutsam zu sein. Aullerdem spricht die
bevorzugte Substanzbindung an polymerisierten Tubulineinheiten (MANFREDI &
PARNESS, 1982; ANDREU & BORDAS, 1992) und die verringerte Anzahl an
Protofilamenten in Anwesenheit von Taxol® gebildeter Mikrotubuli (ANDREU &
BORDAS, 1992; RAY & MEYHOFER, 1993; ARNAL & WADE, 1995) fur die Bedeut-
samkeit der Kontaktstellen zwischen den Protofilamenten (Makowski, 1995;
NOGALES & GRAYER-WOLF, 1995). Diese Ergebnisse stitzen Hypothesen, die fur

Taxol® eine Verstarkung der Bindung zwischen den Protofilamenten fordern
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(HOWARD & TIMASHEFF, 1988; Diaz & MENENDEZ, 1993) und sprechen gegen die
Hypothesen, die eine Abschwachung dieser Wechselwirkungen zugunsten einer
Verstarkung der Bindung zwischen den Tubulindimeren voraussetzen (DYE,
1993).

Effekt von Taxol® auf Zellen

Der Einfluss von Taxol® auf die Zelle kann im Hinblick auf zwei verschiedene
Effekte untersucht werden: zum einen werden unter Taxol® Verdnderungen im
Ablauf des Zellzyklus beobachtet, zum anderen kénnen an Taxol®-behandelten

Zellen typische morphologische Veranderungen nachgewiesen werden.

Typischerweise fiihrt die ungewdhnliche Stabilisierung der Mikrotubuli in Taxol®-
behandelten Zellen zu einem Mitoseblock, der zur Hemmung der Zellteilung
fihrt. Die meisten Zellen werden unter Taxol® in der G2/M-Phase des Zellzyklus
arretiert (SCHIFF & HORwITZ, 1980; MANFREDI & PARNESS, 1982). Der spezifische
Block erfolgt am Ubergang von der Meta- zur Anaphase der Mitose (JORDAN &
Toso, 1993; LONG & FAIRCHILD, 1994). Dieses Phanomen korrespondiert gut mit
dem deutlichen Anstieg des Mitose-Index zu dem Zeitpunkt, an dem sich die

meisten Zellen in diesem Block befinden (FUCHS & JOHNSON, 1978).

Bis heute ist der genaue Zeitpunkt des Zelltodes in Bezug auf das Fortschreiten
des Zellzyklus unklar: einige Studien zeigen, dass sich die Zellen nach
Substanzexposition aus dem Mitoseblock l6sen kdnnen, ohne eine regulare
Zellteilung zu vollenden und in einem tetraploiden Zustand verbleiben ( JORDAN &
WENDELL, 1996, TAO & SOUTH, 2005). In diesem Fall gehen die Zellen in der
darauffolgenden Interphase zugrunde, oder durchlaufen weitere Zellzyklen
( JORDAN & WENDELL, 1996). Andere Studien weisen darauf hin, dass der Zelltod
direkt wahrend der Mitose eintritt ( PANVICHIAN & ORTH, 1998), andere wiederum
berichten von einer fehlerhaften Zellteilung, infolge derer der Zelltod eintritt
(CHEN & HORWITZ, 2002).

Morphologisch beobachtet man in postmitotischen Interphasezellen multiple,

kleine Kerne. Man bezeichnet diese deshalb auch als Micronuclei (LIEBMANN &
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CooK, 1994; LONG & FAIRCHILD, 1994). Die Bildung solcher Micronuclei ist nicht
Taxol®-spezifisch. Micronuclei werden auch durch Mitosehemmer wie Colchizin,
Colcemid, Vinblastin und Griseofulvin und infolge von RoOntgenbestrahlung

induziert (RINGERTZ & SAVAGE, 1976).

Die morphologische Darstellung Taxol®-behandelter Interphase-Zellen mittels
Elektronenmikroskopie oder Immunfluoreszenzmikroskopie mit monoklonalen
Antikdrpern gegen o- oder B-Tubulin zeigt in deren Zytoplasma eine grolRe
Anzahl paralleler, dicht gelagerter Mikrotubuli. Dieses Phanomen konnte an
einer grolen Anzahl unterschiedlicher Zellkulturen nachgewiesen werden
(ScHIFF & HORwITZ, 1980; DEBRABANDER & GEUENS, 1982; MANFREDI & PARNESS,
1982; BRENNER & BRINKLEY, 1982; TOKUNAKA & FRIEDMAN, 1983). Diese
sogenannten Mikrotubulusblindel resultieren aus einer Umorganisation des
tubularen Zytoskeletts durch Taxol®. Das AusmaR dieser Biindelinduktion ist
abhangig von der Substanzkonzentration und der Expositionszeit (MANFREDI &
PARNESS, 1982; STEARNS & WANG, 1992).

Die Moglichkeit einer Mikrotubulusbindelinduktion stellt eines der wesentlichen
Kennzeichen der zellularen Taxol®-Sensitivitat dar (ROWINSKY & DONEHOWER,
1988; ROWINSKY & BURKE, 1989). So konnte fur Leukamiezellen gezeigt werden,
dass die Sensitivitat leukamischer Blasten gegeniiber Taxol® direkt mit dem
Grad der beobachteten Bundelinduktion korreliert (ROWINSKY & DONEHOWER,
1988; ROBERTS & ROWINSKY, 1989; ROBERTS & ALLISON, 1990).

Die Induktion von Mikrotubulusbindeln ist eine typische morphologische
Veranderung unter Taxol® am Zytoskelett von Interphase-Zellen. Treten die
Zellen unter Taxol® in den Mitosevorgang ein, kénnen im Immunfluoreszenz-
praparat sogenannte ,Multiple Mitotic Asters” beobachtet werden. Von der
qualitativen Seite trifft diese Beobachtung sowohl fiir Taxol®-sensitive als auch
fir Taxol®-resistente Tumorzellinien zu (SCHIFF & HORwITZ, 1980; ROWINSKY &
DONEHOWER,1988; ROBERTS & ROWINSKY,1989).

Die wahrend der Interphase gebildeten Bundel werden hierbei entweder durch

sternartige Mikrotubuluskonfigurationen ersetzt oder in solche umgewandelt.
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Diese gruppieren sich radial um je einen zentralen Punkt. Sie stehen weder zu
Zentriolen noch zu Kinetochoren in Beziehung, von denen aus in mitotischen
Zellen physiologischerweise das Wachstum der Mikrotubuli erfolgt (Witt & Ris,
1980; DEBRABANDER & GEUENS, 1982; MANFREDI & PARNESS, 1982; BRENNER &
BRINKLEY, 1982). DEBRABANDER et al. erklaren dieses Phanomen damit, dass
diese Strukturen ihre spezielle Ankerfunktion bei der Mikrotubulusbildung
verlieren, da Taxol® die kritische Tubulinkonzentration, die zur
Mikrotubulussynthese notwendig ist, im gesamten Zytoplasma verringert. Unter
physiologischen Bedingungen findet man solche Verhaltnisse nur an Zentriol und
Kinetochor vor, so dass das Mikrotubuluswachstum ausschlie3lich von hier
startet. Der Einfluss von Taxol® bewirkt also, dass eine solche
Mikrotubulussynthese nicht mehr an diese Strukturen gebunden bleibt, sondern

auch anderenorts erfolgen kann (DEBRABANDER & GEUENS, 1982).

Nach der Darstellung der charakteristischen Veranderungen im Zellzyklus und in
der Zellmorphologie unter Taxol® stellt sich die Frage nach den molekularen

Mechanismen, die zum Zelltod unter dem Einfluss dieser Substanz fihren.

Es konnte gezeigt werden, dass ein Teil der Zellen unter Taxol®-Einfluss dem
programmierten Zelltod unterliegt. Der programmierte Zelltod, auch Apoptose
genannt, ist ein energieabhangiger, gen-codierter Vorgang der zellularen
Selbstdestruktion. Die Zellen zeigen die hierflr typischen Apoptosezeichen:
Zellschrumpfung, Verklumpung des Chromatins, Auflosung der regularen
Kernstruktur ~ und  Ausstilpungen  der  Plasmamembran, die als
membrangebundene Apoptosekorperchen auffallen (BHALLA & IBRADO, 1993;
MiLAs & HUNTER, 1995; JORDAN & WENDELL, 1996). Die Apoptose ist nicht
zwingend an hohe Substanzdosen gebunden, sondern wird auch dann
beobachtet, wenn geringere Taxol®-Dosen iiber eine langere Zeit eingesetzt
werden (RAY & PONNATHPUR, 1994; JORDAN & T0OSO, 1993).

Es werden heute auch Formen des Zelltodes diskutiert, die nicht der klassischen
Form der Apoptose entsprechen, sondern Caspase-unabhangig ablaufen sollen
(NIIKURA & DixiT, 2007).
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Zur zellschadigenden Wirkung Taxols® kdnnte auch seine Fahigkeit beitragen,
den Makrophagen-Stoffwechsel zu beeinflussen (DING & PORTEU, 1990;
BURKHART & BERMAN, 1994).

So imitiert Taxol® den Effekt von Lipopolysaccharid (LPS), dem Hauptmembran-
bestandteil gram-negativer Bakterien, indem es die Freisetzung von TNF-a aus
Makrophagen provoziert, und zur Reduktion der membranstandigen TNF-a-
Rezeptoren dieser Zellpopulation fuhrt. Dieser Effekt tritt unabhangig von der
Beeinflussung des Mikrotubulusapparates auf. Deshalb fordert die Arbeitsgruppe
um DING et al.,, dass vermutlich nicht Tubulin das Zielmolekul fur diesen
Mechanismus ist, sondern ein Mikrotubulus-assoziiertes Protein, das sowohl das
intrazelluldre Zielmolekiil fir LPS als auch fiir Taxol® darstellt (DING & PORTEU,
1990).

Die Vorstellung, dass die Freisetzung von TNF-a Uber einen eigenstandigen
Mechanismus erfolgt, wird auch von BURKHART et al. geteilt, die zeigen konnten,
dass die zytotoxische Wirkung Taxols® und seine Fahigkeit, die zellulare TNF-o-
Produktion zu steigern, an unterschiedliche Bereiche der Taxanstruktur
gebunden ist. Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass hier mit groRer
Wahrscheinlichkeit zwei unterschiedliche Mechanismen wirksam werden
(BURKHART & BERMAN, 1994).

Die therapeutische Wirkung von TNF-a seinerseits beruht nicht allein auf seiner
direkten Zytotoxizitat gegenuber den Tumorzellen, sondern auch auf der
Fahigkeit, Zellen des Immunsystems zu aktivieren, die dann ihrerseits zur
Tumordestruktion beitragen (BICHLER & KLEINKNECHT, 1991; PALLADINO &
SHALABY, 1987). Zudem kann durch TNF-o — direkt oder indirekt — eine
Koagulopathie im Gefaldsystem des Tumors verursacht werden, die zu einer
hamorrhagischen Nekrose im Tumorzentrum fihrt und somit zu seiner

Schadigung beitragt (WATANABE & NIITsu, 1988).

Man diskutiert auRerdem, ob Taxol® modglicherweise in den Wirkmechanismus
von Onkogenen eingreifen kann. Fur verschiedene Moleklle, die in Verbindung

zur Onkogenese stehen, konnte gezeigt werden, dass sie mit dem Tubulin oder



Taxol® 27

den Mikrotubuli interagieren, die ihrerseits von wesentlicher Bedeutung fur die

Kontrolle von Zell- und Kernteilung, und damit der Wachstumsregulation sind.

FUr das mos-Proto-Onkogen wurde gezeigt, dass es am Mikrotubulus bindet und
diesen stabilisiert (ZHOU & OSKARSSON, 1991). Das mos-Proto-Onkogen wird flr
gewohnlich wahrend der Keimzellreifung exprimiert und dbernimmt hier die Rolle
eines zytostatisch wirksamen Faktors. Auf eine mogliche Analogie im
Wirkmechanismus zwischen diesem Proto-Onkogen und Taxol® wurde von VAN
DE WOUDE 1991 hingewiesen (REYNoOLDS, 1991). Die Tragfahigkeit dieser
Hypothese wird durch die schon viel friher publizierte Beobachtung gestutzt,
dass Taxol® in befruchteten Keimzellen von Xenopus laevis die Rolle eines
zytostatisch wirkenden Faktors imitieren kann (HEIDEMANN & GALLAS, 1980).

Auf die Bedeutung einer veranderten Expression des Tumor-Suppressor-Genes
p53 fiir die zelluldre Taxol®-Sensitivitt ist anderenorts hingewiesen worden
(WAHL & DONALDSON, 1996; LowE & RULEY, 1993).

Taxol®-Resistenz von Tumorzellen

Merkmale zellularer Resistenz

Die fiir Taxol® typische Induktion von Mikrotubulusbiindeln kann auch an
resistenten Zelllinien beobachtet werden. Im Gegensatz zur Irreversibilitat dieses
Vorganges bei sensitiven Zelllinien, wird die Bundelbildung hier unabhangig von
der Prasenz Taxols® als reversibel beschrieben. Das Ausmaf der Biindelbildung
ist bei resistenten Zelllinien schwacher ausgepragt (ROWINSKY & DONEHOWER,
1988).

Resistente Tumorzellen werden durch Taxol® auch in ihrem Zellzyklus
beeinflusst. So sollen resistente Zellen vermehrt in der G2/M-Phase des
Zellzyklus akkumulieren (ROWINSKY & DONEHOWER, 1988), und hiernach

bevorzugt in einen polyploiden Zustand Ubergehen (ROBERTS & ALLISON, 1990).
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Resistenzmechansimen
Es existieren mehrere zellulare Mechanismen, die entweder allein, oder

synergistisch, eine Taxol®-Resistenz hervorrufen.

Eine Moglichkeit ist die Existenz einer zellularen ,Multidrug-Resistance” (MDR).
Dieser Resistenz-Mechanismus ist von vielen Autoren diskutiert worden (Roy &
HORwITZ, 1985; BHALLA & HUANG, 1994; BAGULEY & MARSHALL, 1995).

Mit seiner extrem hydrophoben Molekilstruktur und als Naturstoff erfiillt Taxol®
die wesentlichen Voraussetzungen, um bevorzugt einer zellularen ,Multidrug-
Resistance” zu unterliegen (GOTTESMANN & PASTAN, 1993).

Der ,MDR-Phanotyp“ ist mit genomischen Veranderungen assoziiert, die in der
Uberexpression eines 170-kDa Membranglycoproteins, dem p-Glykoprotein,
resultieren. p-Glykoprotein stellt einen transmembranaren Kanal dar, durch den
Substanzen energieabhangig aus der Zelle herausgeschleust werden. Auf diese
Weise ist die Zelle in der Lage, den intrazellularen Substanzspiegel auf ein
Minimum zu reduzieren, und sich so vor toxischen Konzentrationen zu schitzen
(LING, 1992).

Bei der Analyse der Plasmamembranfraktion resistenter Zellen konnte ermittelt
werden, dass nicht allein dieses herkdmmliche Genprodukt des MDR-Gens eine
Taxol®-Resistenz vermittelt: es existieren weitere, dem p-Glycoprotein ahnliche
Membranproteine, die zur Taxol®-Resistenz beitragen kénnen (Roy & HorRwITZ,
1985; HORWITZ & LOTHSTEIN, 1986).

Die Expression von ,Multidrug-Resistance“-assoziiertem Protein (MRP) einem
von der Existenz von p-Glycoprotein unabhangigen Mechanismus der
,Multidrug-Resistance* ist fir die Resistenzentwicklung gegeniiber Taxol®
offenbar von untergeordneter Bedeutung (BREUNINGER & PAUL, 1995; LAUTIER &
CANITROT, 1996).

Ein weiterer, gut dokumentierter Mechanismus, auf den eine Taxol®-Resistenz
zurtckgeflihrt werden kann, ist die Veranderung seines zellularen Zielmolekiils,

des Tubulins.
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BoGGs et al. zeigten, dass bei der Selektion einer resistenten Zellpopulation
durch Langzeitexposition mit Taxol® solche Zellen bevorzugt werden, die
Veranderungen im Tubulin aufweisen (BoGGs & GONZzALES, 1992). Auch von
anderen Autoren wurde im Rahmen von Resistenzstudien von solchen , Tubulin-
Mutanten® berichtet (CABRAL & ABRAHAM, 1981; CABRAL & BRADY, 1986). Man
glaubt, dass diese Veranderungen im Tubulin das Gleichgewicht zwischen
seiner Polymerisation zu Mikrotubuli und deren Depolymerisation zerstoren, so
dass das intakte Mikrotubulussystem, dass als spezifischer Bindungspartner fir
Taxol® erforderlich ist, verloren geht. In Experimenten mit niederen Eukaryonten,
wie Aspergillus nidulans, bedingten solche Mutationen im Tubulin eine
verminderte Substanz-Tubulin-Bindung (DAVIDSE & FLACH, 1977). CABRAL et al.
konnten dagegen bei Taxol®-resistenten Ovarialzellen vom Hamster, bei denen
eine Alteration im Tubulin vorlag, keine von sensiblen Zellen unterschiedliche
Taxol®-Bindung feststellen (CABRAL & BRADY, 1986). Heute erklart man dieses
Phanomen damit, dass in Saugetierzellen, im Gegensatz zu niederen
Eukaryonten, mehrere Tubulingene exprimiert werden, und somit die
Substanzbindung nicht ausschlielllich an das Genprodukt eines mutierten
Tubulin-Genes gebunden ist, sondern auch durch andere Tubuline erfolgen kann
(MINOTTI & BARLOW, 1991). Die Bedeutung einer veranderten Tubulin-Isotypen-
Expression fiir die Resistenzentwicklung gegeniiber Taxol® wurde detailliert
untersucht (HABER & BURKHART, 1995; JAFFREZOU & DUMONTET, 1995; DUMONTET
& DURAN, 1996, FERGUSON & TAYLOR, 2005).

Auch eine a priori bestehende vermehrte dynamische Instabilitat der Mikrotubuli
einer Zelle soll eine gesteigerte Taxol®-Resistenz bedingen (GONCALVES &
BRAGUER, 2001).

Neuere Untersuchungen weisen auf die Bedeutung einer Koexistenz
verschiedener Resistenzmechanismen hin, die die Zelle vor der zytotoxischen
Wirkung Taxols® schiitzen. Neben den gangigen Mechanismen wird auch auf die
Bedeutung einer veranderten Expression von bcl-2, Glutathion-S-Transferase-r,
Thymidylat-Synthetase und Glutathion-Peroxidase hingewiesen (LIEBMANN &
HAHN, 1993; HUANG & IBRADO, 1997; MASANEK & STAMMLER, 1997). (Tabelle 1,
Anhang).
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Inzwischen werden hochkomplexe Signaltransduktionskaskaden beschrieben,
die durch die Bindung von Taxol® an den Mikrotubulus aktiviert werden und mit
der Apoptose der Tumorzelle enden. Die Aktivitdt und die Funktionstuchtigkeit
der einzelnen molekularen Determinanten bestimmen, ob eine Tumorzelle
zugrunde geht oder eine Resistenz aufweist. Eine Vielzahl solcher molekularer

Determinanten sind bereits untersucht worden (BHALLA, 2003).

Effekte des Losungsvermittlers Cremophor® EL

In der Klinik wird Taxol® geldst in Cremophor® EL und Ethanol verwandt.
Cremophor®EL ist ein Polyethylenoxid modifiziertes Rizinusél, welches sich
besonders gut als Losungsvermittler fur stark lipophile Substanzen, und somit
auch fiir Taxol®, eignet. Obwohl es selbst als pharmakologisch relativ inert gilt,
konnte beobachtet werden, dass in Kombination mit Cremophor®EL das
zytotoxische Potential Taxols® bei Tumorzelllinien, die den ,Multidrug-
Resistance-Phanotyp“ exprimierten, gesteigert werden konnte (SCHUURHUIS &
BROXTERMANN, 1990; Woobcock & JEFFERSON, 1990; WoobcocK &
LINSENMEYER, 1992; MILLWARD & MORTON 1993; NYGREN & CSOKA, 1995).

Es wurde ermittelt, dass Cremophor®EL die Funktion von membranintegriertem
p-Glycoprotein, dem Genprodukt des MDR-1-Genes, behindert, indem es die
zellulare Membranfluiditat verandert. Auf diese Weise wird der nach aulen
gerichtete Substanztransport durch p-Glykoprotein, der eine intrazellulare
Substanzakkumulation verhindert, blockiert. Darliber hinaus soll Cremophor®EL
in hohen Dosierungen — >1mg/ml — auch Uuber ein eigenstandiges
wachstumsinhibierendes Potential verfugen (WoobcocK & LINSENMEYER, 1992;
FJALLSKOG & FRII, 1993; ADLER & HERZOG, 1994).

Von LIEBMANN et al. wird betont, dass Cremophor®EL den zytotoxischen Effekt
Taxols® antagonisieren kann. So wurde ermittelt, dass Cremophor®EL in hohen
Konzentrationen (0,135% (v/v)) die Zellen in der G1-Phase des Zellzyklus
arretiert. Ein solcher Arrest verhindert den Eintritt in die Mitose, die laut LIEBMANN
die Schlisselstellung fiur die Taxol®-vermittelte Zytotoxizitat inne haben soll
(LIEBMANN & CoOOK, 1993a, 1993b, 1994). AulRerdem soll Cremophor®EL die

Substanzaufnahme in die Zelle hemmen konnen (LIEBMANN & COOK, 1994).
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Taxol® in der klinischen Anwendung

Eine zentrale Fragestellung bei der Einfilhrung von Taxol® in den klinischen
Gebrauch war, ob bei der Anwendung am Menschen Uberhaupt solche
Substanzkonzentrationen im Blut erreicht werden kdnnen, von denen praklinisch
eine zytotoxische Wirkung bekannt war.

Studien zur Pharmakokinetik von Taxol® zeigten, dass bei allen getesteten
Applikationsmodi im ,steady-state” Plasmaspitzenkonzentrationen erreicht
wurden, die bei in-vitro-Untersuchungen eine signifikante biologische und
zytotoxische Wirkung gezeigt hatten (RowINSKY & DONEHOWER, 1988).

Von Bedeutung ist aber nicht nur, dass eine therapeutisch wirksame
Plasmakonzentration wahrend der Infusionszeit erreicht wird, sondern auch,
dass die Substanz in ausreichend hohen Dosen Uber einen langeren Zeitraum
nach der Infusion im Organismus verbleibt. Von Vorteil ist diesbezuglich die
biphasische Elimination Taxols® aus dem Organismus, durch die trotz des
schnellen Abfalls der Plasmakonzentration nach Infusionsende, ein thera-
peutisch wirksamer Substanzspiegel im Blut Uber einen langeren Zeitraum

erhalten bleibt (WIERNIK & SCHWARTZ, 1987).

Phase I-Studien mit Taxol®: Pharmakokinetische Parameter

maxl

Tha T Dosis
Modus (h] (h] [HM] [mg/m?]
3h Infusion 02 14 2539 135 Huizing et al., 1993 Kearns et al. 1993, Tamura et
al., 1994
3h Infusion 0,3 23 4,359 175 Huizing et al,, 1993, Kearns et al., 1993
3h Infusion 0,2 1,5 9,2-10,0 250 Huizing et al., 1993, Schiller et al., 1994
6h Infusion 0,5 8,6 32 175 Wiernik et al., 1987
6h Infusion - 4.8 2,3-4.6 175-275 Koeller et al., 1989
24h Infusion 0,1 2,2-17,1 0,204 135 Huizing et al., 1993, Tamura et al., 1994
24hInfusion 0,1 1,96 04 175 Huizing et al., 1993
24h Infusion 0,3 2,9 0,9-16 250 Wiernik et al., 1987, Jamis-Dow et al., 1993
96h Infusion . = 0,05-0,08 120-160 Younes et al., 1996, Hortobagyi et al., 1996

120hInfusion - : . 5-36 Spiggsetal. 1992
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Phase I-Studien mit Taxol®-Zytotoxizitéit an kultivierten Tumorzelllinien
eigene Darstellung 2010

Humane Tumaotzellinien
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Taxol® 33

In den 1983 gestarteten Phase [|-Studien wurden Therapieversuche mit
Infusionsdauern zwischen 1 und 24 Stunden mit variierenden Taxol®-Dosen

unternommen:

Es zeigte sich, dass die unter einer Taxol®-Therapie auftretende Neutropenie
und Neuropathie dosislimitierend wirken. Zum Therapieabbruch zwangen vor
allem auch mit kurzen Infusionsdauern in Verbindung stehende Hypersensi-
tivitatsreaktionen. Durch die prophylaktische Zusatzmedikation von G-CSF und
Glucokortikoiden zusammen mit H1- und H2-Blockern konnten in den sich
anschlieRenden Phase II-Studien Neutropenie und Uberempfindlichkeits-
reaktionen kontrolliert werden (reviewed in: ROwINSKY & CAZENAVE, 1990;
ARBUCK & CHRISTIAN, 1993; SPENCER & FAULDS, 1994).

Eine klare Dosis-Wirkungsbeziehung konnte in diesen Studien nicht
nachgewiesen werden, da es sich als unmaglich erwies, die applizierte Dosis
beliebig zu steigern. Die hier auftretenden Nebenwirkungen wie Neurotoxizitat,
Myalgien, Arthralgien und Benommenheit erforderten bei einem Grofteil der
Patienten die Dosisreduktion (MCGUIRE & ROWINSKY, 1989; HOLMES & WALTERS,
1991).

Heute wird Taxol® in der Mono- wie auch in der Kombinationstherapie
gangigerweise in einer Dosis von 175 mg/m? Kdrperoberflache als 3h-Infusion
eingesetzt (FACHINFORMATION BRISTOL-MYERS SaquiBB, 2007). Die geringeren
toxischen Auswirkungen kurzer Infusionszeiten bedingen, dass solche Schemata
nur ungern zugunsten solcher mit langeren Infusionszeiten verlassen werden.
Allerdings wei® man um den madglichen Vorteil langerer Infusionszeiten. In
praklinischen Studien konnte namlich gezeigt werden, dass die Antitumor-
Wirkung Taxols® durch eine Verlangerung der Substanzexposition deutlich
verstarkt werden kann, und dass dieser Effekt den hoherer Medikamentdosen
ubertrifft (WILSON & KANG, 1992).
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Taxol® am humanen Nierenzellkarzinom

Die  erstaunlichen  Therapieerfolge mit  Taxol® insbesondere  bei
metastasierenden Ovarial- und Mammakarzinomen, die sich gegenuber der
herkdbmmlichen Chemotherapie als resistent erwiesen hatten (MCGUIRE &
ROWINSKY, 1989; HOLMES & WALTERS, 1991), macht die Substanz interessant fur
die Austestung am humanen Nierenzellkarzinom, einem Malignom, dem man
eine genetisch fixierte ,Multidrug Resistance“ zuspricht.

Im Rahmen von Phase-I-Studien , die vom ,National Cancer Institut® initiiert
wurden, wurde die klinische Wirkung von Taxol® an Nierenzellkarzinompatienten
getestet.

Von EINzIG et al. wurde 1991 eine Studie publiziert, in der an 18 Patienten mit
metastasierendem Nierenzellkarzinom ein Therapieversuch mit Taxol®
unternommen wurde. Drei Patienten waren immunologisch vortherapiert, bei
neun weiteren ging eine Nephrektomie voraus. Bei keinem der Patienten dieses
insgesamt vortherapierten Patientenkollektivs konnte nach durchschnittlich drei
Therapiezyklen mit Taxol® in Dosen von 250mg/m? Kérperoberflache, die tber
24h infundiert wurden, eine Tumorantwort beobachtet werden (EINzIG &
Gorowskl, 1991). Von einem ahnlichen Misserfolg der Taxol®-Therapie am
Nierenzellkarzinom berichteten WALPOLE et al. 1993 (WALPOLE & DUTCHER,
1993). Bei der Bewertung dieser Studienergebnisse berucksichtigte man jedoch
zunachst nicht, dass die Testung des Medikamentes an einem sehr kleinen
Patientenkollektiv stattfand und dass die Erkrankten im Wesentlichen hinsichtlich

ihrer infausten Prognose selektiert worden waren.

Erst 1997 wurden Ergebnisse zur anti-neoplastischen Aktivitat Taxols®
gegenuber humanen  Nierenzellkarzinomen  unter  Kulturbedingungen
veroffentlicht. Im Widerspruch zu der herkdbmmlichen Ansicht, dass diese
Tumorgruppe resistent gegeniiber einer Behandlung mit Taxol® ist, konnte nun
gezeigt werden, dass sich von 20 klarzelligen humanen Nierenzellkarzinom-
Zelllinien 18 als ausgesprochen sensitiv erwiesen. Nur zwei Tumorzelllinien
zeigten nach einer 120h Exposition mit Substanzkonzentrationen zwischen 0,1
und 10 uM eine nur unwesentliche Wachstumshemmung (REINECKE & CORVIN,
1997).
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Mit dem Nachweis einer zytotoxischen Wirksamkeit Taxols® gegeniiber
kultivierten humanen Nierenzellkarzinom-Zelllinien stellte sich die Frage, ob sich
an diesen Tumorzelllinien Taxol®-induzierte Veranderungen nachweisen lassen,
wie sie in ahnlicher Form auch in anderen Tumorzelllinien gezeigt werden
konnten. Besonders aufschlussreich erschien hier der direkte Vergleich
zwischen einer sensitiven Zelllinie (CLEAR-CA 11) und einer nur schwach

reagiblen (CLEAR-CA 15).
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Zellen und Zellkultur
Bei den verwendeten klarzelligen Nierenzellkarzinom-Zelllinien handelt es sich

um in Monolayern wachsende Adhasivkulturen.

Ursprungstumor
Zelllinie Staging Grading
CLEAR-CA-11 pT2 G2
CLEAR-CA-15 pT 3a G3

Als Standardwachstumsmedium diente Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM; Gibco Europe; Deutschland) mit 10% hitze-inaktiviertem fetalem
Kalberserum. Zusatzlich sind zu je 1% Streptomycin, Penicillin, L-Glutamin,
Asparagin, Arginin und Hepes-Puffer enthalten. Das Medium wird bei 4°C
gelagert. Die Zellen werden bei 37°C und 5% CO; im Brutschrank kultiviert. Zur
Zellexpansion werden die Zellen mit 0,05% Ethylendiamintetraacetat (EDTA,
Biochrom, Berlin, Deutschland) aus dem Monolayer geldst, vereinzelt und

anschliel3end geteilt.

Um einen Einfluss der Passagezahl auf die Versuchsergebnisse

auszuschliel3en, werden Passagen zwischen 50-75 verwendet.
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Tabellarische Material- und Gerateauflistung

Substanzen

Material Hersteller Herkunft

Dulbecco’s Modified Eagle Medium Gibco Europe Paisley, Schottland

EDTA; 1% (w/o) in PBS w/o Ca**/ Mg **  Biochrom Berlin, Deutschland

PBS; w/o Ca”* / Mg*"; pH 7,3 Serag-Wiesner Deutschland

Paclitaxel Sigma Deisenhofen, Deutschland
Verwendung
Lagerung bei 4°C in Pulverform zu 1mg
Zur weiteren Verarbeitung wird Paclitaxel in 150ul DMSO
und 58.400ul Standardmedium geldst. Die maximale
Substanzkonzentration im Ansatz betragt 20uM. Von hier
ausgehend erfolgt die Verdinnung zu den verwendeten
Endkonzentrationen 10, 1.0, 0.1, 0.01, und 0.001uM.

DMSO Sigma Deisenhofen, Deutschland
Verwendung
Lagerung lichtgeschutzt bei Raumtemperatur
Die Zellen sind bei maximaler Paclitaxel-Konzentration
einer maximalen DMSO-Konzentration von 0,13%
ausgesetzt. Gemafll der Paclitaxel-Verdiinnungsreihe
verringert sich der jeweilige DMSO-Gehalt um eine
Zehnerpotenz

Taxol® Bristol Meyers Squibb Minchen, Deutschland

Verwendung
Gelagert bei 4°C als Durchstechflasche mit 5mi Taxol®
ungeoffnet mind. 24 Monate haltbar.
Eine Durchstechflasche enthalt 30mg Paclitaxel in 5ml =
6mg Paclitaxel / ml
gelostin:  Ethanol (396mg/ml)
Poly (oxyethylen)-35-Rizinusdl =
Cremophor®EL (527mg/ml)

Zu 0,1ml dieser Loésung werden 35ml Standardmedium
hinzugegeben: cmax (Paclitaxel) = 20uM
Die weitere Verdiinnung erfolgt wie oben angegeben.

Taxol®-Placebo

Bristol Meyers Squibb Munchen, Deutschland

Verwendung

Gelagert bei 4°C

1ml Taxol®-Placebo enthalten:
= Ethanol (396mg/ml)
=  Poly (oxyethylen)-35-Rizinusdl =
= Cremophor®EL (527mg/ml)

Die Verdiinnungsreihe wird analog der von Taxol® erstellt.
Cmax (Cremophor® EL) =1,50mg / ml
Cmax (Ethanol) =1,13mg/ ml
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Versuchsbezogene Materialauflistung

Zellzahlung
Material Hersteller Herkunft
Trypanblau; 0,5% in physiologischer Gibco Paisley, Schottland

Saline,

Neubauer-Zahlkammer

Wachstumsinhibition-MTT-Assay

Material Hersteller Herkunft
96-Well-Mikrotitierplatten Nunc Déanemark
(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5 Sigma Deisenhofen, Deutschland

diphenyl)-Tetrazoliumbromid
=MTT

100mg MTT werden in 20ml PBS gelost.

Cmax (MTT) = 5mg/mi

Filtern  erforderlich, um  kleine, nicht sichtbare
Farbstoffpartikel zu entfernen.

Filter, Minisart N

Sartorius AG Gottingen, Deutschland

Schittler MTS 4; IKA®

Janke & Kunkel Deutschland

Titertek Multiskan PLUS; MK [l

Photometer

EIA-3-Programm

JCN Biomedicals GmbH Meckenheim, Deutschland

Lichtmikrokospie / Inmunfluoreszenzmikrokospie

Material Hersteller Herkunft
Objekttrager Menzel-Glaser Deutschland
Petrischalen Greiner Labortechnik Deutschland

NaCl, 0,9% Clintec Salvia GmbH Homburg, Deutschland
Methanol, mind. 98% Merck Darmstadt, Deutschland
Aceton, mind. 98% Merck Darmstadt, Deutschland
anti-a-Tubulin Antiserum der Maus BioGenex Deutschland

TBS

Fluorescein-Isothiocyanat-(FITC) DAKO Deutschland
konjugiertes Maus-Immunglobulin-G

Lichtmikroskop Leitz Deutschland
Immunfluoreszenz-Mikroskop Zeiss Kdln, Deutschland
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Elektronenmikroskopie

Material

Hersteller

Herkunft

Thermanox-Coverslips

Nunc

Danemark

Cacodylatpuffer

Tanninsaure

Glutaraldehyd

Epon

Elektronenmikroskop

Zeiss

Deutschland

FACS - Analysen

DNA-Index

Material

Hersteller

Herkunft

Ethanol - absolut, mind. 98%

Riedel de Haen

Seelze, Deutschland

RNase

Sigma

Deisenhofen, Deutschland

Propidiumiodid; 95-98% (TLC)

Sigma

Deisenhofen, Deutschlan

Huhnererythrocyten; DNA QC Particles

Becton Dickinson

Erembodegem-Aalst

Belgien
Zellzyklus-Analyse
Material Hersteller Herkunft
Rauchende Salzsaure, 37% Merck Darmstadt, Deutschland
Triton-X-100 Sigma Deisenhofen, Deutschland
Tween-20 Sigma Deisenhofen, Deutschland
Albumin, Bovine Fraction V; 96-99% Sigma Deisenhofen, Deutschland
5-Bromo-2’-Deoxyuridine (BrdU) Sigma Deisenhofen, Deutschland
Fluorescein-Isothiocyanat-(FITC) dianova Hamburg, Deutschland

konjugierter anti-BrdU-Antikdrper

Cytoron absolute Flow Cytometer

Ortho Diagnostic
Systems

Neckargemiind,
Deutschland

Cell Cycle 1.8C-Programm im
ImmunoCount II-Programm
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Zellzahlung und Praparation zur Zellzahlung

Die Zellen einer Kulturflasche werden mit 0,05% EDTA abgelost und in
Standardmedium gewaschen. 50ul dieser Zellsuspension werden mit 150ul
Trypanblau (Gibco Europe, Deutschland) angefarbt.

Durch Aufbringen eines optisch plan geschliffenen Deckglases uber der
Bodenflache einer Neubauerzahlkammer wird ein Raum abgegrenzt, in dem die
Zellen mikroskopisch ausgezahlt werden. Dazu werden die Glasflachen der
Zahlkammern leicht angefeuchtet und das Deckglas so von der Seite
aufgeschoben, dass zwischen Zahlkammer und Deckglas Newton'sche Ringe
entstehen. Dadurch ist gewahrleistet, dass sich das Deckglas in
reproduzierbarem Abstand zum Kammerboden befindet. Danach werden die
Zahlkammern mit der Zellsuspension gefullt.

Die 8 Eckquadrate der Neubauerzahlkammer werden so ausgezahlt, dass alle
Zellen, die innerhalb des Zahinetzes liegen, und solche, die sich auf der jeweils
linken oder unteren Netzbegrenzung befinden, berlcksichtigt werden. Bei jeder
Zellzahlung werden zwei Neubauer-Zahlkammern mit je zwei Zahlnetzen
ausgewertet. Aus den bestimmten Werten wird der Mittelwert fir eine Neubauer-
Zahlkammer berechnet und die Zellzahl pro pl mit Hilfe der Kammerformel

bestimmt:

Mittelwert

Verdinnung x 0,1 x 8

8 = Anzahl der Quadrate;
0,1 mm = Kammerhohe

Das Verfahren ist an die von RICK beschriebene Methode zur

Leukozytenzahlung angelehnt (Rick: Klinische Chemie und Mikroskopie, 1990).
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Wachstumskinetik im Monolayer

Je 400.000 Zellen der CLEAR-CA 11 und 200.000 Zellen der CLEAR-CA 15
werden mit 5 ml Standardmedium in 25 cm? Kulturflaschen (Nunc, Danemark)
pipettiert. Uber einen Zeitraum von 144h werden nach jeweils 24h die Zellen mit
0,05% EDTA abgel6st, in Standardmedium gewaschen und ausgezahlt. Fur jede
Zelllinie und jeden Zeitpunkt werden 4 Werte bestimmt und daraus der Mittelwert
gebildet. Die gemittelte Zellzahl wird in einem Koordinatensystem gegen die Zeit

aufgetragen. Die Verdopplungszeit wird fur beide Zelllinien ermittelt.

Bestimmung der Wachstumsinhibition

MTT-Assay mit Paclitaxel und Taxol®

Exponentiell wachsende Zellen der CLEAR-CA 11 und CLEAR-CA 15 werden zu
100 ul/Well in einer Konzentration von 6 x 10° Zellen/ml (6000 Zellen/Well) bzw.
3 x 10° Zellen/ml (3000 Zellen/Well) in 96-Well-Mikrotiterplatten (Nunc,
Danemark) pipettiert. Die Zellen werden fur 24h bei 37°C und 5% CO; in
Standardmedium inkubiert, um eine Adharenz der Zellen zu ermdglichen. Dann
werden 100ul Paclitaxel geldést in DMSO oder Cremophor® EL / Ethanol so
hinzugegeben, dass die Zellen in 0.001, 0.01, 0.1, 1 oder 10uM Substanz
wachsen.

Die erste Spalte jeder Mikrotiterplatte enthalt nur Standardmedium; sie dient zur
Ermittlung des Blankwertes. In der zweiten Spalte wachsen die Tumorzellen in
Standardmedium als interne Kontrolle.

Die Substanzexposition erfolgt bei 37°C und 5% CO, fur 1, 3, 24, 72, 96 und
120h. Der Expositionsabbruch beginnt mit der Zugabe von 100mg (3-(4,5-
dimethyl-thiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-Tetrazoliumbromid) (MTT, Sigma,
Deutschland), welches in Phosphat gepufferter Kochsalzlésung (PBS) geldst ist
(CmaxIMTT] = 5mg/ml), in jedes Well der Mikrotiterplatte. Die Inkubation wird
danach Uber 4 h fortgesetzt. Lebende Zellen lagern das Tetrazoliumsalz in den
Mitochondrien ein und reduzieren es dort zu einem Formazanprodukt, das durch
seine spezifische Lichtabsorption die photometrische Messung ermdglicht.

Hiernach wird die Substanz aus den Platten entfernt und 150ul DMSO in jedes
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Well gegeben, um die gebildeten Formazankristalle in Losung zu bringen. Um
eine homogene Farbverteilung zu erreichen, werden die Platten fur 10 min auf
einen Schiittler (IKA®, Schittler MK 1) gestellt. AnschlieRend erfolgt die
photometrische Auswertung (Titertek Multiskan PLUS; MK IlI) bei einer
Wellenlange, A = 570nm. Die Datenanalyse erfolgt GUber das EIA 3-Programm.

Die Wachstumsinhibition errechnet sich aus:

prozentuale Wachstumsinhibition =

Absorption des Testwertes - Absorption des Blankwertes
(1- ) x 100%

Absorption des Kontrollwertes - Absorption des Blankwertes

Fur jede Medikamentkonzentration werden pro Expositionszeit 24 Testwerte

bestimmt.

MTT - Assay mit Cremophor® EL / Ethanol

Analog der Versuchsdurchfiihrung zur Taxol®-induzierten Wachstumsinhibition
wird das Experiment mit dem dort verwandten Losungsvermittler wiederholt. Es
wird der Effekt von Cremophor® EL / Ethanol allein nach 72h und 120h tberpriift.
Der Lésungsvermittler enthalt Cremophor® EL in Konzentrationen zwischen 7,5 x

10"'mg/ml und 7,5 x 10°mg/ml.
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Morphologische Untersuchungen

Lichtmikroskopie und Immunfluoreszenzmikroskopie

Jeweils 1 ml Zellsuspension exponentiell wachsender Zellen werden auf sterile
Objekttrager pipettiert und anschlielend fur 4h bei 37°C und 5% CO, im
Brutschrank inkubiert, um es den Zellen zu ermdglichen, auf den Objekttragern
adharent zu werden. Die Zellen werden anschlielRend fur weitere 20h in
Standardmedium belassen. Nach 24h wird das Medium vollstandig durch
Paclitaxel in DMSO oder Cremophor® EL / Ethanol in den entsprechenden

Konzentrationen ersetzt.

Far die Lichtmikroskopie werden fur alle Konzentrationen (0.001, 0.01, 0.1, 1 und
10 uM) und Expositionszeiten (1, 3, 24, 72, 96 und 120h) Praparate angefertigt.
Am Ende des Versuchsdurchganges werden die entsprechenden Objekttrager
mit 0,9%-iger NaCl-Lésung (Clintec Salvia GmbH, Deutschland) gewaschen und
die Zellen fixiert und permeabilisiert. Die Fixierung erfolgt in 98%-igem Methanol
(Merck, Deutschland) bei -20°C fur 5 min. Durch die Behandlung mit 98%-igem
Aceton (Merck, Deutschland) bei -20°C fur 30 sec werden die Zellmembranen
durchlassig gemacht. AnschlieRend werden die Praparate luftgetrocknet und mit
Hamatoxilineosin gefarbt.

Auf jedem Objekttrager werden 10 Gesichtsfelder mit mindestens 1.000
aufeinanderfolgenden Zellen im Hinblick auf ihnre Kernmorphologie mit Hilfe eines
Lichtmikroskops (Leitz, Deutschland) untersucht. Es werden Zellen mit einfachen
Interphasekernen, Micronuclei oder apoptotischen Kernen, sowie mit

Mitosefiguren unterschieden.

Fiar die Immunfluoreszenzmikroskopie werden die Zellen mit 0.001 und 1 uM
Paclitaxel in DMSO oder Taxol® in Cremophor® EL / Ethanol fir die oben
angeflhrten Expositionszeiten behandelt.

Die Behandlung der Objekttrager erfolgt bis zur Lufttrocknung analog dem oben
beschriebenen Vorgehen. Hieran anschlieBend werden die Objekttrager bei
Raumtemperatur fur 50min mit Anti-a-Tubulin-Antiserum der Maus (Klon-B-5-1-

2; Verdinnung 1:2500; Bio-Genex, Deutschland) inkubiert, mit TBS gewaschen
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und anschlieBend flir 30min mit FITC-konjugiertem Maus-Immunglobulin-y
(Verdinnung 1:60; DAKO, Deutschland) behandelt. Als Eindeckmedium dient
eine Lésung aus p-Phenylendiamin und Glycerol.

Auf jedem Objekttrager werden 10 Gesichtsfelder mit mindestens 1.000
aufeinanderfolgenden Zellen hinsichtlich ihrer morphologischen Veranderungen
im Zytoskelett ausgewertet. Unterschieden werden Zellen mit morphologisch
unverandertem Zytoskelett, mit gebundelten Microtubuli, Mitosespindeln und
,Multiple Mitotic Asters” sowie Zellen, deren Zytoskelett vollstandig zerstort

worden ist. Das Auswertungsergebnis wird in Prozent angegeben.

Elektronenmikroskopie

Exponentiell wachsende Zellen werden auf sterile Thermanox-Coverslips (Nunc,
Danemark) Ubertragen. Der Versuchsablauf entspricht dem oben beschriebenen
Vorgehen. Die Zellen werden mit 1 und 10 uM Paclitaxel in DMSO oder in
Cremophor® EL / Ethanol far 3, 24, 72, 96 oder 120h inkubiert. Nach der
Exposition werden die Praparate zweimal mit Standardmedium und einmal mit
1,4%-igem Cacodylatpuffer gewaschen. Die Zellen werden mit 6%-iger
Tanninsaure und 1%-igem Glutaraldehyd in 0,1 M Cacodylatpuffer fixiert.

Vor dem Einbettungsvorgang werden die Zellen fur 1h mit 1%-iger
Osmiumlésung und anschliel3end mit ansteigenden Ethanolkonzentrationen (50-,
70-, 80-, 90- und 98%) behandelt. Vor der endgultigen Einbettung in Epon wird
ein Intermedium aus Ethanol / Epon zu 2:1 bzw. 1:2 Teilen fur je 1h bei
Raumtemperatur eingesetzt. Epon selbst wird fur 12h bei 4°C auf den Zellen
belassen. Hiernach werden auf die Thermanox-Coverslips Epon-Gelatinekapseln
aufgebracht, die bei einer 48h Inkubation bei 60°C mit dem Zellmaterial auf der
Oberflache der Thermanox-Coverslips polymerisieren. Die Thermanox-
Coverslips werden dann durch Erhitzen auf 80°C und anschlie3endes Erkalten in
flussigem N, abgeldst.

Zur Auswertung stehen Bilder mit einer elektronenoptischen VergroRerung von
1100 bis 30.000 zur Verfugung. Eine zusatzliche FotovergroRerung vom Faktor 2

muss aullerdem berucksichtigt werden.
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Flow Zytometrie

Praparation zur DNA-Index-Bestimmung

Die Zellen werden mit 0,05% EDTA aus dem Monolayer gel6st und zweimal in
PBS gewaschen und bei 1.000 rpm fur 5 min zentrifugiert. Die Zellen werden
dann in 70%-igem Ethanol bei -20°C fixiert. Nach Abzentrifugieren des Alkohols
werden die Proben fur 30 min bei 37°C und 5% CO; mit RNase (Sigma,
Deutschland) in PBS (¢ = 1 mg/ml) behandelt. Durch anschliellendes
Zentrifugieren werden die Zellen pelletiert und mit 1ml Propidiumiodid (c = 0,05
mg/ml) (Sigma, Deutschland) gefarbt. Der DNA-Gehalt der Nierenzellkarzinom-
Zelllinien wird gemals HIDDEMANN et al. gegen diploide Huhnererythrozyten

(Becton Dickinson, Belgien) gemessen (HIDDEMANN & SCHUMANN, 1984).

Praparation zur Zellzyklus-Analyse

Entsprechend der Zelldichte im MTT-Assay werden Zellen der Zelllinie CLEAR-
CA 11 und der CLEAR-CA 15 in 162 cm?Kulturflaschen (Nunc, Danemark)
kultiviert. Nach 24h Vorinkubation in Standardmedium werden die Zellen fur 3,
72 und 120h mit 1uM Paclitaxel in DMSO oder Cremophor® EL / Ethanol
behandelt. Kontrollen, die entsprechend nur mit Standardmedium behandelt
werden, werden mitgefuhrt.

Um auch hier einen mdglichen Effekt des Lésungsvermittlers Cremophor® EL /
Ethanol darstellen zu konnen, werden Zellen fir 72 und 120h mit 7,5 x 10 und
7,5 X 10 mg/ml Cremophor® EL / Ethanol behandelt. Das entspricht der
minimalen und maximalen zur Wachstumsinhibition eingesetzten Cremophor®

EL-Konzentration.

Die Praparation zur Zellzyklus-Analyse erfolgt angelehnt an die 1983 von
DOLBEARE et al. beschriebene Methode (DOLBERE & GRATZNER, 1983).

In den letzten 45 min der Expositionszeit werden die Zellen fur 45 min mit 20uM
5-Bromo-2°-Deoxyuridin  (BrdU, Sigma, Deutschland) inkubiert. Die Zellen
werden dann mit 0,05% EDTA aus dem Monolayer geldst, zweimal in PBS

gewaschen und fur 5 min bei 1.000 rpm zentrifugiert. Das verbleibende Zellpellet
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wird in PBS resuspendiert und mit 70%-igem Ethanol (Riedel - de Haen,
Deutschland) bei -20°C fixiert. Um die Zellen wieder vom Alkohol zu trennen,
werden sie wie zuvor zentrifugiert. Das Zellpellet wird resuspendiert und ein
Aliquot von 100ul mit 1ml eines Gemisches aus 2n HCI (Merck, Deutschland)
und 0,5% Triton-X-100 (Sigma, Deutschland) versetzt. Die Zellen werden so fur
45 min bei 37°C im Wasserbad inkubiert. Anschlieffend werden die Proben so oft
mit 0,25%-igem Tween-20 (Sigma, Deutschland) in PBS bei -20°C gewaschen
und bei 1.500 rpm fur 3 min zentrifugiert, bis der pH-Wert der behandelten
Zellprobe im neutralen Bereich liegt (pH ~ 7,4). Die Kontrolle erfolgt mit einem
Indikatorstreifen.

Die Zellen werden dann mit je 50ul Rinder-Serum-Albumin (Sigma, Deutschland)
und  50ul  Anti-Maus-IgG-Fluoreszein-Isothiocyanat-konjugiertem-anti-BrdU-
Antikdrper (DIANOVA, Deutschland) in PBS/Tween-20 (Verhaltnis 2:3)
behandelt und anschlieRend flr 60 min auf Eis gelagert. Dann werden sie noch
zweimal mit PBS/Tween-20 gewaschen und zuletzt mit Propidiumiodid (c = 0,05
mg/ml) (Sigma, Deutschland) gefarbt. Die gesamte Praparation erfolgt unter

Ausschluss von Lichteinfall.

Messung am Durchfluss-Cytometer

Pro Probe werden 10.000 Zellen mit einem Cytoron absolute Flow Cytometer
(Ortho Diagnostic Systems, Deutschland) analysiert. Als Messstandard werden
bei jeder Versuchsreihe Huhnererythrocyten (Becton Dickinson, Belgien)
mitgeflihrt. Die Grin-Fluoreszenz (FITC), dem BrdU-Einbau entsprechend, wird
durch einen 541nm-Filter analysiert, die Rot-Fluoreszenz (Propidiumiodid), dem
DNA-Gehalt entsprechend, durch einen 630nm-Filter. Die Daten werden mit dem
Cell Cycle 1.8C-Programm Uber das Ortho Immunocount Il-Programm (Ortho

Diagnostic Systems, Deutschland) bearbeitet.
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Statistische Auswertung

ANOVA (Analysis of Variance)-Modell

Die Daten x ij sind Werte, die unabhangige Zufallsvariablen X ij annehmen
konnen, fur die die Normalverteilung gilt. Als Voraussetzungen werden
angenommen, dass die Erwartungswerte mit den Ansatzen variieren konnen,
und dass die verschiedenen Stufen eines Faktors die Zielvariable in den
verschiedenen Ansatzen gleichsinnig beeinflussen. Es soll keine Wechsel-
wirkung zwischen dem Ansatz und dem Faktor existieren. Im Modell prift die
Varianzanalyse folgende Hypothesen:

Zum vorgegebenen Testniveau a = 0,05 wird das (1 - a)-Quantil der F-Verteilung
mit my = k - 1 und my = (n - 1) (k - 1) Freiheitsgraden einer Tabelle der F-
Verteilung entnommen. o bezeichnet die Irrtumswahrscheinlichkeit flr den
Fehler 1. Art. Er besagt, dass in der Grundgesamtheit Ho zutrifft, aber aufgrund
der Stichprobe verworfen wird. Ist die PrufgroRe Fobs > F , m4, my, muss Ho
verworfen werden, anderenfalls gilt Ho.

Zur statistischen Beurteilung der Testgrolle Fobs kann aullerdem die
Wabhrscheinlichkeit dafur berechnet werden, den erhaltenen Wert fur Fobs oder
eine  noch groRere Abweichung von null =zufdlig zu beobachten:
Pobs = { F > Fobs }. Statistische Entscheidungsregel: Man verwirft die Hypothese
Ho dann, wenn Pobs < a. FUhrt die Entscheidungsregel zur Ablehnung der
Hypothese Ho, so bezeichnet man die beobachtete Unterschiedlichkeit der
Mittelwerte als statistisch signifikant von null verschieden zum Testniveau a.
Anderenfalls wird die beobachtete Unterschiedlichkeit unter den gegebenen
Bedingungen auch allein durch die =zufallige Variabilitat erklart. Die

entsprechenden Berechnungen erfolgen mit Hilfe des SAS-Programmes.

Bestimmung des Konfidenzintervalls

Anhand der Daten soll ein zweiseitiges Konfidenzintervall zur Konfidenz-
wahrscheinlichkeit (1 - a) konstruiert werden. Als Irrtumswahrscheinlichkeit
wurde a = 0,05 festgelegt. In diesem Fall ist das Konfidenzintervall so breit, dass
es den Erwartungswert mit der Vertrauenswahrscheinlichkeit von 95% umfasst.

Statistische Entscheidungsregel: Der Unterschied zweier beliebiger X ist dann
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nicht auf zufallige Variabilitdt zurtickzufihren, wenn sich die Konfidenzintervalle
der X nicht uberschneiden (MAU-J, 1994). Die hierzu notwendigen Berechnungen

wurden mit Hilfe des SAS-Programms durchgefuhrt.

Produktmoment — Korrelationskoeffizient nach Pearson und Regression

Um zu beurteilen, wie stark der Zusammenhang zwischen Wachstumsinhibition
und Bulndelinduktion ist, wird der Produktmoment-Korrelationskoeffizient nach
Pearson (r) berechnet. Dieses setzt voraus, dass die Daten intervallskaliert sind,
beide Variablen aus einer normalverteilten Grundgesamtheit stammen und die
Variablen in einer linearen Abhangigkeit zueinander stehen. Die Dimension von r
ist 1. Diese Maldzahl quantifiziert skalenunabhangig den Gleichlauf der
Abweichungen der Beobachtungswerte vom jeweiligen empirischen Mittelwert.

FUr die Interpretation spezieller Werte von r gilt: r = + 1 besagt, dass alle
Wertepaare exakt auf einer Geraden liegen. Die Bedingung r = 0 besagt, dass
sich gleichlaufige und gegenlaufige Abweichungsprodukte gegenseitig aufheben,
und die beiden ausgleichenden Regressionsgeraden ebenfalls die Steigung null
aufweisen, in einer Graphik also im Schwerpunkt senkrecht aufeinander stehen.
Die beiden Beobachtungsvariablen heiRen dann statistisch unkorreliert. Die in
einer Punktewolke dargestellten Daten aus denen die Korrelation errechnet wird,
werden mit Hilfe einer Regressionsgraden y beschrieben. Durch die Errechnung
des BestimmtheitsmaRes R? kann die Qualitat der entsprechenden Regression
bestimmt werden. Eine Regression wird als fraglich bezeichnet, wenn R? < .
Sie heilt schwach, wenn % < R? < %4. Als ausgepragt wird sie eingestuft, wenn
R?> > 2. Im Rahmen der Beurteilungspflicht gehért die Angabe des
Bestimmtheitsmalles zu jeder Regression (MAu-J, 1994). Alle

Korrelationsberechnungen wurden mittels MS Excel® durchgefiihrt.
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Ergebnisse

Wachstumskinetik

Wachsen CLEAR-CA 15 und CLEAR-CA 11 in Kulturmedium ohne Paclitaxel /
Taxol®, weisen beide Zelllinien fast identische Verdoppelungszeiten auf (s.
Abb.1, Anhang). Nach 51h hat sich die Zahl der CLEAR-CA 15 verdoppelt, nach
54h die der CLEAR-CA 11. Im Wesentlichen unterscheidet sich das
Wachstumsverhalten der beiden Nierenzellkarzinom-Zelllinien im Monolayer
dadurch, dass die CLEAR-CA 15 die Plateauphase des Wachstums fraher

erreicht (nach etwa 120h Inkubation).

Wachstumsinhibtion

Fir CLEAR-CA 15 konnte gezeigt werden, dass Paclitaxel nach 120h
Inkubationszeit einen wachstumsinhibierenden Effekt aufweist (Abb. 1.1a).
Dieser nimmt mit steigender Konzentration zu und erreicht unter 10 puM
Paclitaxel mit 37% sein Maximum. Bei allen anderen getesteten Konzentrationen
und Expositionszeiten wird ein geringerer Effekt beobachtet. Bei
Expositionszeiten von 24h bis 72h kdnnen zum Teil auch Messwerte gefunden
werden, die sogar fur eine Zunahme des Zellwachstums unter Paclitaxel
sprechen.

Mittelt man den Einfluss der Paclitaxel-Konzentration Uber alle Expositionszeiten
(Abb. 1.1b), so ergibt sich ein schwacher wachstumsinhibierender Effekt fir
Konzentrationen von 1uM und 10uM, wahrend bei niedrigeren Konzentrationen

sogar ein schwach proliferationssteigernder Effekt vorliegt.

Unter Taxol® konnte ein dhnliches Verhalten beobachtet werden (Abb. 1.2a und
b) Auffallig war hier jedoch, dass 10uM Taxol® nach 1h Exposition einen
deutlichen zytotoxischen Effekt aufwies, der nach 24h nicht mehr erkennbar war
(Abb1.2a).

Gemittelt Uber alle Expositionszeiten wurde auch hier der starkste
wachstumsinhibierende Effekt fur 10uM gefunden (Abb. 1.2b).
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Deutlich starker als CLEAR-CA 15 reagierte CLEAR-CA 11. Hier konnten
ausgepragte zeit- und konzentrationsabhangige Effekte gezeigt werden:

Fur Paclitaxel zeigte sich zwischen 0,001 und 1uM ab einer 24h Exposition eine
deutliche Zunahme des wachstumshemmenden Effektes (Abb. 2.1a). Das
Maximum von 80% wurde nach 120h wunter 1uM erreicht. Fir alle
Expositionszeiten zeigte sich unter 10uM eine paradoxe Effektumkehr mit
geringerer Wachstumsinhibition. Dieser Effekt lie® sich auch fur den
konzentrationsabhangigen Effekt gemittelt Uber alle Expositionszeiten darstellen
(Abb. 2.1b).

Unter Taxol ® konnten entsprechende Effekte dargestellt werden. Hier zeigte sich
allerdings, dass bereit bei geringeren Taxol®-Konzentrationen (0,001 und
0,01uM) ein starkerer wachstumshemmender Effekt auftrat als unter Paclitaxel
(Abb2.2a). Dieser Effekt lieR sich durch hohere Taxol®-Konzentrationen nur
unwesentlich steigern. Auch hier trat unter 10uM die fur Paclitaxel
vorgeschriebene Effektumkehr auf.

Analog zu CLEAR-CA 15 lieR sich auch hier nach 1h Exposition mit 10uM Taxol®
ein deutlicher zytotoxischer Effekt darstellen, der fir Expositionszeiten ab 24h

nicht reproduzierbar war.
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Wachstumsinhibition in %
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Mikrotubulusbundel

Der Nachweis zytoplasmatischer Mikrotubulusbindel gelang bereits nach 3-
stindiger Substanzexposition sowohl mit Hilfe der Immunfluoreszenzmikroskopie
als auch durch elektronenmikroskopische Darstellung (Foto 1 — 4). Ausgetestet
wurden an beiden Tumorzelllinien 0,001 und 1uM Paclitaxel oder Taxol® tber
einen Zeitraum zwischen 1 und 120h. Bestimmt wurde die prozentuale

Haufigkeit von Zellen mit Mikrotubulusbindeln.

Dabei lieR sich fur die Zellinie CLEAR-CA 15 unter 1uM Paclitaxel eine
schwache Bundelinduktion beobachten, die nach 3-stindiger Exposition mit 7%
am starksten war (Abb. 3a). Unter Taxol® stellte sich ein vergleichbarer Effekt
ein, hier konnte aber auch nach 24h Exposition unter 0,001uM ein

nennenswerter Effekt dargestellt werden (Abb. 3b).

Bei der Zelllinie CLEAR-CA 11 war die Bundelinduktion unter 0,001uM Paclitaxel
oder Taxol® zu vernachlassigen (Abb. 4.1a und 4.2a).

Unter 1uM Paclitaxel oder Taxol® konnte dementgegen mit langer werdender
Expositionszeit eine starkere Bundelinduktion beobachtet werden. Diese lag fur
Paclitaxel maximal bei 62% nach 120h, fiir Taxol® maximal bei 46% nach 120h
(Abb. 4a wund 4b). Der maximal erreichbare Wert fir Zellen mit
Mikrotubulusbiindeln lag flr Paclitaxel héher als fir Taxol®, unter Taxol® wurde

jedoch eine starkere Bundelinduktion bei kiirzeren Expositionszeiten beobachtet.
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Foto 1: Immunfluoreszenzmikroskopische Darstellung einer unveranderten Zelle
der CLEAR-CA 15 nach 24h Exposition mit 1 uM Taxol®

Foto 2: Immunfluoreszenzmikroskopische Darstellung einer Zelle der CLEAR-
CA 15 mit Mikrotubulusbiindeln nach 24h Exposition mit 1 uM Taxol®
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Foto 3: Elektronenmikroskopische Darstellung von Mikrotubulusbiindeln an der
CLEAR-CA 11 nach 96h Exposition mit 10 uM Taxol®, el. opt. 4.400

Foto 4: Elektronenmikroskopische Darstellung von Mikrotubulusbindeln an der
CLEAR-CA 11 nach 96h Exposition mit 10 uM Taxol®, el. opt. 30.000



58

Ergebnisse

Zellen mit Mikrotubulushiindelnin %

0 | l |

m1lh m3h m24h m72h m96h m120h

Kontrolle 0,001 uM 1M

Abb. 3a
CLEAR-CA 15: Zellen mit Mikrotubulusbiindelnin % unter
verschiedenen Paclitaxelkonzentrationen in pM

Zellen mit Mikrotubulushiindelnin %

Hlh m3h m24h ®m72h m9h m120h
12

10

Kontrolle 0,001 uM 1M

Abb. 3b
CLEAR-CA 15: Zellen mit Mikrotubulusbiindelnin % unter
verschiedenen Taxol® -Konzentrationenin pM




Ergebnisse

59

Zellen mit Mikrotubulushiindelnin %

70

60

50

40

30

20

10

Al
Cc

m1lh m3h m24h m72h m96h m120h

Kontrolle 0,001 uM 1M

bb. 4a
LEAR-CA 11: Zellen mit Mikrotubulusbiindelnin % unter

verschiedenen Paclitaxelkonzentrationen in pM

Zellen mit Mikrotubulushiindelnin %

50

40

30

20

10

Hlh m3h m24h ®m72h m9h m120h

Kontrolle 0,001 uM 1M

Abb. 4b

CLEAR-CA 11: Zellen mit Mikrotubulusbiindelnin % unter
verschiedenen Taxol® -Konzentrationenin pM




60 Ergebnisse

Besonders eindrucksvoll war die Analogie in der Zeitabhangigkeit von
Wachstumsinhibition und Bundelinduktion. Um den Zusammenhang zwischen
diesen beiden Variablen quantitativ zu erfassen, wurde getrennt nach
Tumorzelllinie und Medikament der entsprechende Korrelationskoeffizient nach
Pearson ermittelt. Die Berechnungen ergaben, dass fir CLEAR-CA 11 ein enger
Zusammenhang zwischen der nach einer bestimmten Expositionsdauer und
unter einer bestimmten Konzentration erreichbaren Wachstumsinhibition und der
entsprechenden Haufigkeit an Zellen mit Mikrotubulusbundeln besteht
(Korrelationskoeffizient nach Pearson: Paclitaxel = 0,933, Taxol® = 0,805) (Abb.
6a und 6b).

Aus diesen Werten kann folgende Aussage abgeleitet werden: je starker die
Wachstumsinhibition, desto hoher die Frequenz an Zellen mit
Mikrotubulusbindeln. Fur die CLEAR-CA 15 lie3 sich ein solcher

Zusammenhang nicht darstellen (Abb. 5a und 5b).
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Apoptose

Das zytotoxische Potential Paclitaxels bzw. Taxols® wird nicht nur auf die
typische Induktion von Mikrotubulusbindeln zurtckgefuhrt, sondern es wurde
auch beschrieben, dass unter der Substanz vermehrt Apoptosen beobachtet
werden konnen. Dieses Phanomen kann auch an den untersuchten

Tumorzelllinien aufgezeigt werden:

Fir CLEAR-CA 15 konnte gezeigt werden, dass nach Expositionsdauern von 96
und 120h unter 0,01 bis 10uM Paclitaxel oder Taxol® vermehrt apoptotische

Zellen gefunden werden kénnen (Abb. 7.1a und 7.2a).

Es wird unter Paclitaxel maximal ein Anteil von 9 % apoptotischen Zellen
gefunden, unter Taxol® 6 %. Bei beiden Substanzen hat die Dauer der
Exposition entscheidende Bedeutung fur die Apoptosefrequenz: je langer die
Exposition, desto hoher die Apoptosefrequenz (Abb. 7.3a und 7.4a). Dieser
Sachverhalt wird gut abgebildet, wenn der Einfluss der Expositionszeit Uber alle
Konzentrationen gemittelt dargestellt wird (Abb. 7.3b und 7.4b).

Fir die Zelllinie CLEAR-CA 11 konnte Entsprechendes gezeigt werden (Abb.
8.1a bis 8.4a). Insgesamt betrachtet war jedoch der maximal erreichbare Anteil
apoptotischer Zellen um etwa die Halfte niedriger als bei der Zelllinie CLEAR-CA
15.

Eine ahnlich gute Korrelation wie zwischen Wachstumsinhibition und
Bundelinduktion konnte zwischen Wachstumsinhibition und Apoptosefrequenz

nicht gezeigt werden (Daten siehe Anhang).
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Zellzyklusverteilung unter Paclitaxel / Taxol®

Bestimmung des DNA-Index

Um die Ausgangslage des GO0/G1-Peaks der jeweiligen Tumorzelllinie im
Histogramm naher zu charakterisieren, wurde zunachst der DNA-Index mit Hilfe
einer sicher diploiden Kontrollpopulation, hier Hihnererythrozyten, bestimmt. Der
DNA-Index der Zelllinie CLEAR-CA 11 betrug 1,07, einem DNA-Gehalt von 2n
entsprechend, der der Zelllinie CLEAR-CA 15 2,31 korrespondierend zu einem

aneuploid-hyperploiden DNA-Besatz von 4n + x.

Proliferaktive Aktivitat

In den Untersuchungen zur Wachstumskinetik der Tumorzelllinien CLEAR-CA 11
und CLEAR-CA 15 zeigte sich, dass die Zellpopulationen in den ersten 24h
kaum proliferieren. Erst danach konnte ein verstarktes Zellwachstum

nachgewiesen werden (Abb.1, Anhang).

Diese Beobachtung wurde durch die Ergebnisse aus Morphometrie und
Zellzyklusverteilung bestatigt. Bewertete man die proliferative Aktivitat der
Zellpopulation anhand der vorliegenden Mitosefrequenz, so ergab sich aus den
Daten der Lichtmikroskopie ein deutlicher Anstieg derselben nach 24h
Versuchsdauer, einer insgesamt 48-stindigen Inkubation entsprechend (Abb.
9.1a bis 9.2b, Abb. 10.1a bis 10.2b).

Zellen einer diploiden Zellpopulation (2n), die morphologisch als mitotisch
differenzierbar sind, befinden sich definitionsgemaly im tetraploiden Zustand
(4n), diejenigen einer aneuploid-hyperploiden Population (4n + x) in einem
entsprechend verdoppelten Zustand (8n + 2x). In der BrdU-DNA-Analyse
akkumulierten solche Zellen nach 24-stindiger Versuchsdauer in der G2/M-
Phase des Zellzyklus. Dieses Ergebnis stellte sich unabhangig von einer

Behandlung mit Paclitaxel / Taxol® ein.
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CLEAR-CA 15: Mitosefrequenzin % bei unterschiedlichen
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Mitosefrequenzin %
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CLEAR-CA 15: Mitosefrequenzin % bei unterschiedlichen
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Ausbildung von Polyploidie und Micronuclei

Die Wirksubstanz Paclitaxel interferiert mit zellularen Mikrotubuli, die zur
Ausbildung der reguldren Mitosespindel erforderlich sind und den geordneten
Ablauf der sich anschliellenden Kern und Zellteilung erméglichen. Legt man
diese beiden Angriffspunkte zugrunde, lassen sich zum einen Veranderungen
nachweisen, die aus dem gestorten Aufbau der Mitosespindel resultieren, zu
nennen sind die ,Multiple Mitotic Asters®. Zum anderen sollte infolge der irregular
verlaufenden Kern- und Zellteilung die Ausbildung ungeteilter polyploider
Tochterzellen erkennbar werden, die kleine Ersatzkerne, sogenannte

Mikronuclei, enthalten.

»Multiple Mitotic Asters” sind irregulare Mitosefiguren. Als solche entsprach ihr
Auftreten dem der zuvor beschriebenen Mitosefiguren insgesamt mit einem

Maximum nach 24h Versuchsdauer und unter hohen Substanzdosen (Foto 6).

Gemal der Wachstumskinetik beider Tumorzelllinien sollten die Zellen wahrend
72-stindiger Versuchsdauer, zuzuglich der 24h Vorlaufzeit, den Zellzyklus
zweimal durchlaufen haben. Unter der Annahme, dass die Zellen nicht in der
Lage sind, unter Substanzeinfluss eine regulare Kern- und Zellteilung zu
vollenden, mussten also nach diesem Zeitraum alle Zellen einen mindestens
einfach verdoppelten Genombesatz aufweisen. Die BrdU-DNA-Analyse (Abb.
13) ergab, dass tatsachlich ein Groldteil der Tumorzellen einen solchen einfach
verdoppelten DNA-Gehalt aufwies. Diese Beobachtung war sowohl fur die
Zelllinie CLEAR-CA 11, wie auch fir die Zellinie CLEAR-CA 15 guiltig.
Korrespondierend hierzu konnte mit Hilfe der Lichtmikroskopie und
Immunfluoreszenzmikroskopie gezeigt werden, dass die Mehrzahl der
Tumorzellen nach dieser Expositionsdauer auch Mikronuclei enthielt (Foto 5).
Unabhangig von der Substanz zeigte sich, dass die Zelllinie CLEAR-CA 15 mehr
derartiger Zellen produziert als die CLEAR-CA 11. Fir die CLEAR-CA 15 konnte
gezeigt werden, dass unter 0,01uM Paclitaxel und Taxol® der Anteil an Zellen mit
Mikronuclei deutlich ansteigt und dass sich dieser Effekt insbesondere unter
zunehmender Taxol® - Konzentration nicht wesentlich verstarken lasst (Abb. 11.1
und 11.2).
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Foto 5: Immunfluoreszenzmikroskopische Darstellung einer Zelle der CLEAR — CA 15
mit Mikrotubulusbiindeln und Micronuclei nach 96 h Exposition mit 1 uM Taxol®

Foto 6: Immunfluoreszenzmikroskopische Darstellung einer Zelle der CLEAR — CA 15
mit Mikrotubulusbiindeln und einem ,Multiple Mitotic Aster nach 72 h Exposition mit
1 uM Taxol®
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Der Effekt von Paclitaxel oder Taxol® auf die Zellen der CLEAR-CA 11 im
Hinblick auf den Anteil der Zellen mit Micronuclei liel3 sich deutlich mit
steigenden Konzentrationen verstarken (Abb. 12.1 und 12.2). Auffallig war, dass
die Uberlebenden Zellen der Tumorzelllinie CLEAR-CA 11 nach 120h
Versuchsdauer und 10uM Taxol® kaum noch Zellen mit Mikronuclei aufwiesen
(Abb. 12.2). Wie bei der Zelllinie CLEAR-CA 15 liel3 sich mit zunehmender
Expositionsdauer gréfier 72h kein wesentlich starkerer Effekt auf die Ausbildung

von Mikronuclei erzielen.

DNA-Synthese nach Mitosearrest und DNA-Fragmentierung

Die BrdU-DNA-Analyse erbrachte nicht nur den Nachweis, dass ein Groldteil der
Zellen in einen Zustand mit einfach verdoppeltem Chromosomensatz bergeht,
sondern ermdglichte auch eine Aussage bezuglich der weiteren DNA-Synthese-

Aktivitat der Tumorzelllinien und einer stattfindenden Kernfragmentierung.

Fir die CLEAR-CA 11 konnte gezeigt werden, dass die Zellen, nachdem sie in
der G2/M-Phase des Zellzyklus akkumulieren, von dort erneut eine replikative
Aktivitat starten, wie aus dem kontinuierlichen BrdU-Einbau in die DNA
hervorging (Abb. 14). Eine ahnlich scharfe Abgrenzung der Zellzyklusstadien
gelang fur die CLEAR-CA 15 nicht, aber auch hier war fortgesetzte replikative

Aktivitat aus einem aneuploid-hyperploiden Zustand erkennbar (Abb. 13)

Die Untersuchungen zur Zellzyklusverteilung konnten aulerdem die Ergebnisse
der Lichtmikroskopie hinsichtlich eines vermehrten Auftretens von Apoptose
unter Paclitaxel bzw. Taxol® untermauern. Apoptotische Zellen werden in der
BrdU-DNA-Analyse als fragmentiertes zellulares Genom mit einem DNA-Gehalt
kleiner diploid sichtbar. Dieses Phanomen beobachtete man an beiden
Tumorzelllinien ab einer 72-stindigen Exposition mit 1 uM Paclitaxel oder

Taxol®.
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Abb. 13a und 13b

CLEAR-CA 15: Taxol® induzierte Zellzyklusverteilung abgebildet in Histo- und
Zytogrammen fiir die Expositionszeiten 3h, 24h, 72h und 120h bei einer
Konzentration von 1uM gegeniiber der unbehandelten Kontrolle.
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Abb. 14a und 14b

CLEAR-CA 11: Taxol® induzierte Zellzyklusverteilung abgebildet in Histo- und
Zytogrammen fiir die Expositionszeiten 3h, 24h, 72h und 120h bei einer
Konzentration von 1uyM gegeniiber der unbehandelten Kontrolle.
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Einfluss von Cremophor® EL auf das Proliferationsverhalten

Im Vergleich der wachstumsinhibierenden Wirkung von Paclitaxel in DMSO und
Taxol® in Cremophor® EL / Athanol stellte sich Taxol® in Cremophor® EL /
Athanol als starker wirksam dar. Um einen moglichen Effekt des
Lésungsvermittlers Cremophor® EL zu erfassen, wurden fiir 72 und 120-stiindige
Exposition Parallelversuche mit Cremophor® EL allein in &quivalenten
Konzentrationen durchgefuhrt. Das Ergebnis der Varianzanalyse zeigte, dass
Cremophor® EL einen zu vernachldssigenden eigenen wachstumshemmenden
Effekt auf die Tumorzellen ausibt (Abb. 15.1 — 15.3). Mit den Untersuchungen
zum Effekt von Cremophor® EL auf die Zellzyklusverteilung konnte gezeigt
werden, dass der Losungsvermittler keinen Arrest der Tumorzellen in der G1-
Phase des Zellzyklus induziert. Ein solches Phanomen kann also nicht zur
Erklarung einer beobachteten zellularen Taxol®-Resistenz herangezogen werden

(Daten siehe Anhang).
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Varianzanalyse zum EinfluR der Cremophor® EL
Konzentration auf die Wachstumsinhibition
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Diskussion

Durch Reinecke et al. konnte in ,In vitro* - Studien an 19 von 20 verschiedenen
klarzelligen Nierenzellkarzinomzelllinien ein signifikanter dosisabhangiger Effekt
des Zytostatikums Paclitaxel / Taxol® auf die Wachstumsinhibition gezeigt
werden. Es ergab sich in dieser Untersuchung kein Unterschied zwischen den
Paclitaxel — sensitiven und nicht - Paclitaxel — sensitiven Zelllinien hinsichtlich
der Ausbildung von Mikronuclei und  Mikrotubulusbindeln, zweier
morphologischer Veranderungen, die typischerweise infolge einer Paclitaxel /
Taxol®-Exposition beobachtet werden kénnen, so dass sich die Frage stellte, ob
und inwieweit derartige zellmorphologische Veranderungen mit der
beobachteten Wachstumsinhibition in Zusammenhang stehen.

Ziel der vorliegenden Untersuchung sollte sein, an einer Paclitaxel — sensitiven
(CLEAR-CA 11) und einer nicht Paclitaxel-sensitiven Nierenzellkarzinom-Zellinie
(CLEAR-CA 15) dosis- und expositionszeitabhangige Effekte des Zytostatikums
Paclitaxel / Taxol® auf die Wachstumsinhibition auszutesten, sowie darunter
auftretende morphologische und zellzyklische Veranderungen an den Zellen

darzustellen.

Wachstumsinhibition durch Paclitaxel / Taxol®
Grundlegend flr alle weiteren Untersuchungen war das Ergebnis, dass sich die
beiden ausgewahlten Nierenkarzinom-Zelllinien in ihrer Sensitivitat gegenuber
der zytotoxischen Wirkung von Paclitaxel oder Taxol® hochsignifikant
unterscheiden (p = 0,0001). Wahrend der Anteil Uberlebender Zellen nach
Paclitaxel-Exposition bei der Zelllinie CLEAR-CA 11 drastisch verringert war,
wurde das Zellwachstum der Zelllinie CLEAR-CA 15 nur wenig beeinflusst. Die
Daten des MTT-Assays zeigten sogar, dass unter der Einwirkung von Paclitaxel
oder Taxol® von den Zellen der CLEAR-CA 15 ein photometrisches Signal
erzeugt wird, das starker ist, als das der unbehandelten Kontrolle. Nach MOSMAN
gibt es fur eine derartige Signalverstarkung zwei denkbare Alternativen:

1. In der Probe mit dem starkeren Signal sind mehr Zellen vorhanden, die in

ihren Mitochondrien Farbstoff einlagern kénnen.



Diskussion 83

2. In den Zellen laufen energieverbrauchende Stoffwechselvorgange ab, die
zu einer Aktivierung der mitochondrialen Energiegewinnung fuhren.
Derartig aktivierte Mitochondrien generieren ein starkeres Signal im MTT-
Assay (MoOsSMAN, 1983).

Da das verstarkte photometrische Signal der Zelllinie CLEAR-CA 15 bereits nach
ein- und drei-stundiger Substanzexposition nachweisbar war, ist es
unwahrscheinlich, dass dieses Phanomen auf einem fassbaren Unterschied in
der Proliferation zwischen Paclitaxel-behandelten und -unbehandelten Zellen
basiert. Hinzu kommt, dass eine mitogene Aktivitat flr Paclitaxel bislang nicht
beschrieben wurde. Es ware dagegen durchaus denkbar, dass Paclitaxel bzw.
Taxol® in der wenig reagiblen CLEAR-CA 15 energieverbrauchende Stoff-
wechselvorgange in Gang setzt, die zu einer mitochondrialen Aktivierung und
damit Signalverstarkung fuhren, ohne dass sich die Zellzahl im Vergleich zur
Kontrolle verandert hat. Dadurch, dass sich dieses Phanomen in starkerem
Malde an der nur wenig reagiblen Zelllinie nachweisen lasst, ist die Mdglichkeit
nicht ausgeschlossen, dass solche Vorgange an der Entwicklung der zellularen

Paclitaxel-Resistenz beteiligt sind.

Auffallig war aulRerdem, dass bei beiden Tumorzelllinien nach einer ein- und
drei-stiindigen Exposition mit 10pM Taxol® ein deutlicher zytotoxischer Effekt
nachgewiesen werden konnte, der bereits nach 24h Expositionszeit nicht mehr
erkennbar war. Da dieser Effekt ausschlieRlich nach Taxol®- und nicht nach
Paclitaxel-Exposition auffiel, konnte hierfur ein Effekt des Losungsvermittlers
Cremophor® EL / Athanol verantwortlich sein. So wurde beschrieben, dass hohe
Losungsvermittlerkonzentrationen insbesondere bei kurzen Versuchszeiten
zellschadigend wirken koénnen (WoobDcocK & LINSENMEYER, 1992). Andere
Autoren berichten von der zytotoxischen Wirkung von Cremophor® EL / Athanol
allein, sowie in Kombination mit Paclitaxel (FJALLSKOG & FRII, 1994). Eine weitere
Erklarungsmoglichkeit ist, dass sich die im Monolayer wachsenden Zellen unter
dem zytotoxischen Effekt von Paclitaxel in Cremophor® EL / Athanol von der
Unterlage l6sen und beim Dekantieren der Versuchsplatte im MTT-Assay

verloren gehen. Wenn das Abldsen der Zellen von der Unterlage ein passagerer
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zytotoxischer Effekt ist, wirde sich diese Beobachtung ab einer 24-stiindigen
Expositionsdauer nicht mehr nachweisen lassen. Fur diesen Effekt ist am
ehesten ein nicht-Taxol®-spezifischer Mechanismus anzunehmen, da er unter

alleiniger Paclitaxel-Exposition nicht auftritt.

Das Phanomen, dass Tumorzelllinien der gleichen Tumorentitat eine unter-
schiedliche Sensitivitat gegeniiber Paclitaxel bzw. Taxol® entfalten, ist bereits
vielfach dokumentiert worden. Gleiches gilt fur die pharmakodynamischen
Parameter der Paclitaxel- bzw. Taxol®-vermittelten Zytotoxizitat:

So ist bekannt, dass der zytotoxische Effekt von Taxol® zunachst mit steigender
Substanzkonzentration groRer wird, sich dann aber, ab einer fur jede Zelllinie
spezifischen Konzentration, nicht mehr verstarkt (LIEBMANN & COOK, 1993; ADLER
& HERzOG, 1994; AIN & ToFiQ, 1996; NATIV & ARONSON, 1997). Diese
Besonderheit konnte auch hier fur die sensitive Nierenkarzinom-Zelllinie CLEAR-
CA 11 gezeigt werden. Es stellte sich zusatzlich heraus, dass die Steigerung
der Paclitaxel- bzw. Taxol®-vermittelte Zytotoxizitdt auch durch eine
Verlangerung der Substanzexposition erreicht werden kann und dass die

Substanzkonzentration hierflr nicht maximal gesteigert werden muss.

In dieser Studie konnte weiterhin bestatigt werden, dass Taxol® mit Cremophor®
EL / Ethanol als Lésungsvermittler im Vergleich zu DMSO-gelostem Paclitaxel
auf kultivierte Tumorzelllinien eine signifikant starkere wachstumshemmende
Wirkung besitzt. Die starkere Wirksamkeit wird insbesondere im Bereich der
niedrigen Konzentration (0,001 und 0,01 pM) sichtbar, bei denen Taxol® im
Gegensatz zu Paclitaxel bereits einen wachstumshemmenden Effekt ausubt. Der
Vorteil von Taxol® liegt also weniger im Bereich der maximal erreichbaren
Wachstumsinhibition. © Manche Autoren postulieren daher fur den
Lésungsvermittler Cremophor® EL einen eigenen zytotoxischen Effekt
(FJALLSKOG & FRII, 1993; ADLER & HERzOG, 1994). Andere konnten zeigen, dass
Cremophor® EL den Vermittler der zelluldren ,Multidrug Resistance", das p-
Glycoprotein, hemmt und dadurch die stirkere Zytotoxizitat von Taxol® bedingt
(SCHUURHUIS & BROXTERMANN, 1990; WoobcocK & JEFFERSON, 1990; WooDCOCK
& LINSENMEYER, 1992; MILLWARD & MORTON, 1993; NYGREN & CsSOKA, 1995).
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Durch unsere Untersuchungen zur Cremophor® EL eigenen zytotoxischen
Wirkung auf die beiden humanen Nierenkarzinom-Zelllinien konnte
ausgeschlossen werden, dass ein solcher Losungsvermittlereffekt additiv zur
Paclitaxel-Wirkung ist. Hierdurch kann jedoch im Gegenzug nicht
ausgeschlossen werden, dass Cremophor® EL (iber eine verdnderte Funktion
von p-Glycoprotein die zellulare Resistenz moduliert und so die Taxol®-Wirkung
verstarkt.

Die Testreihen zur konzentrationsabhangigen Wirkung von Paclitaxel und Taxol®
zeigten, dass unter dem Einfluss der maximal applizierten Medikamenten-
konzentration (10 uM) paradoxerweise eine Effektumkehr eintritt und vermehrt
Zellen Uberleben (LIEBMANN & COOK, 1993a, 1993b, 1994). Aus welchem Grund
dieses Phanomen unter einer Paclitaxel-Exposition auftritt ist unklar. Dagegen
wird fir Taxol® wiederum ein Einfluss des L&sungsvermittlers Cremophor® EL
angenommen (LIEBMANN & COOK, 1993a, 1993b, 1994). Man diskutiert in diesem
Zusammenhang zwei Mechanismen, Uber die Cremophor® EL den zytotoxischen
Effekt von Taxol® antagonisieren soll:

Zum einen soll Cremophor® EL die Substanzaufnahme in die Zelle hemmen
konnen (LIEBMANN & COOK, 1994) zum anderen wurde gezeigt, dass durch den
Losungsvermittler ein Arrest der Zellen im G1-Stadium des Zellzyklus induziert
werden kann. Ein solcher G1-Block verhindert das Eintreten der betroffenen
Zellen in die Mitose. Legt man das Durchlaufen der Mitose als Schllsselereignis
fur die Induktion der zytotoxischen Medikamentenwirkung zugrunde, bedingt der
G1-Block in der Konsequenz ein vermehrtes Uberleben von Zellen, die diesem
G1-Block unterliegen (LIEBMANN & CooOK, 1993a, 1993b, 1994). Die
Untersuchungen zum Effekt von Cremophor® EL auf die Zellzyklusverteilung
ergaben jedoch, dass Cremophor® EL bei beiden Tumorzelllinien keinen
signifikanten G1-Arrest induziert. Ein G1-Block kann also bei der Tumorzelllinie
CLEAR-CA 11 nicht fir die Effektumkehr unter hohen Taxol®-Dosen
verantwortlich gemacht werden. Von den heute fiir Cremophor® EL bekannten
Wirkmechanismen  kénnte  demzufolge nur eine  Hemmung  der

Substanzaufnahme in die Zelle fur das beobachtete Verhalten angefihrt werden.
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Wirkmechanismus von Paclitaxel

Im Allgemeinen werden zwei Mechanismen angefuhrt, die in enger Beziehung
zur Taxol®-vermittelten Zytotoxizitat stehen sollen. auf der einen Seite ist das die
Taxol®-induzierte Biindelung von Mikrotubuli (ROWINSKY & DONEHOWER, 1988;
ROWINSKY & BURKE, 1989) auf der anderen der Taxol®-induzierte programmierte
Zelltod, die Apoptose (LIEBMANN & CoOK, 1993; Lorpes & ADAMS, 1993;
ANDREASSEN & MARGOLIS, 1994; LONG & FAIRCHILD, 1994).

Mikrotubulusbiindel nach Paclitaxel-Exposition

Normalerweise kann unter physiologischen Bedingungen keine Ausbildung
zelluldrer Mikrotubulusbiindel beobachtet werden, wie sie unter Taxol®
einhergehend mit der Destruktion des Zytoskeletts entstehen. Ein solches
Phanomen tritt auch nicht spontan oder nach Paclitaxel-Exposition auf, wenn
gereinigtes Tubulin in vitro zu Mikrotubuli polymerisiert (BORISY & OLMSTED,
1974; GASKIN & CANTOR, 1974). Daraus folgt, dass diese Taxol®-spezifische

Fahigkeit an bestimmte zellulare Stoffwechselvorgange gebunden ist.

TURNER et al. berichteten 1984 von der Isolierung eines zellularen
mikrotubulusgebundenen Proteins, das sie aus dem Rohextrakt unbehandelten
Rattenhirns isolierten. Dieses als ,bundling factor" bezeichnete Protein induzierte
in Anwesenheit von Taxol® die BlUndelung von Mikrotubuli, die in vitro durch die
Polymerisation von gereinigtem Tubulin entstanden waren. Man fihrte das
veranderte Verhalten auf die Anwesenheit eben jenes ,bundling factor‘-Proteins
zuruck, das auf gereinigtem Tubulin gewdhnlich nicht zu finden ist (TURNER &
MARGoOLIS, 1984). Verschiedene Autoren postulierten, dass Taxol® eine
Konformationsanderung im Mikrotubulus verursacht, die es ermoglicht, dass der
Effekt eben jenes ,bundling-factors" zum Tragen kommt (TURNER & MARGOLIS,
1984; ALBERTINI & HERMAN, 1984; WILSON & MILLER, 1985). Die Meinung, dass
solche und andere zellularen Mikrotubulus-assoziierten Proteine an der
Blndelung beteiligt sind, wird auch von anderen Autoren geteilt (ALBERTINI &
HERMAN, 1984; CHAPIN & BULINSKY, 1991). Fur die Bundelung der Mikrotubuli ist
also weniger ein direkter Taxol®-Effekt verantwortlich, sondern vielmehr das

veranderte Bindungsverhalten des Mikrotubulus infolge der Taxol®-Bindung.



Diskussion 87

Eine solche Medikament-vermittelte Manipulation im Mikrotubulusstoffwechsel
kann auch zur Erklarung des zytotoxischen Wirkpotentials von Taxol® mit
herangezogen werden.

Mikrotubuli sind fur alle Eukaryontenzellen unentbehrlich. Neben ihrer zentralen
Rolle wahrend der Kernteilung als Hauptbestandteil der Mitosespindel, erhalten
sie die Zellform, ermoglichen den intrazellularen Stofftransport zwischen den
Organellen und die Zellbewegung (DUSTIN, 1984) und dienen daruberhinaus als
intrazellulare Infrastruktur flr Signaltransduktionswege (WANG & WANG, 2000). All
diese Funktionen setzen ein diffiziles Gleichgewicht zwischen der Polymerisation
von Tubulin zu Mikrotubuli und deren Depolymerisation voraus. Dadurch, dass
Taxol® erheblich in dieses Gleichgewicht eingreift und eine Biindelung von
Mikrotubuli induziert, werden all die Zellfunktionen, die an einen intakten
Mikrotubulusstoffwechsel gebunden sind, erheblich beeintrachtigt (CARLIER,
1989).

Der schadigende Einfluss von Taxol® auf das mikrotubuldre System lasst sich
bereits nach sehr kurzer Substanzexposition nachweisen (DEBRABANDER &
GEUENS, 1982; MANFREDI & PARNESS, 1982). Es wird vom Auftreten
intrazellularer Mikrotubulusbiindel nach nur 4-stiindiger Behandlung mit Taxol®-
Konzentrationen zwischen 1 und 10uM berichtet (HERMAN & LANGEVIN, 1983;
TOKUNAKA & FRIEDMAN, 1983; ROWINSKY & BURKE, 1989). Wahrend dieses
Zeitraumes lagern sich bis zu 20 Mikrotubuli parallel nebeneinander (HERMAN &
LANGEVIN, 1983). An den Nierenkarzinom-Zelllinien konnte ein entsprechendes
Verhalten beobachtet werden: nach 3-stiindiger Taxol®-Exposition mit 1 und
10uM konnten elektronenmikroskopisch dicht gepackte, parallel angeordnete
Mikrotubuli nachgewiesen werden. Diesbezuglich war kein Unterschied zwischen
der Taxol®-sensitiven Zelllinie CLEAR-CA 11 und der wenig reagiblen CLEAR-
CA 15 erkennbar. An dieser Stelle wird offensichtlich, dass die rein qualitative
Beurteilung der beschriebenen morphologischen Veranderungen nicht ausreicht,
um sie hinlanglich mit dem zytotoxischen Wirkpotential in Beziehung zu setzen.
Zum einen lassen sich mit der Zytotoxizitat assoziierte morphologische
Veranderungen wie die Bundelung von Mikrotubuli schon nach einem
Zeitintervall nachweisen, in dem sich die zytotoxische Wirkung selbst noch gar

nicht auf das Zellwachstum ausgewirkt hat. Zum anderen kann rein qualitativ ein



88 Diskussion

modglicherweise differierendes Verhalten der unterschiedlichen sensitiven
Nierenkarzinom-Zelllinien nicht erfasst werden. Aus diesen Grinden war es
erforderlich, die zeitliche Dynamik der Bundelformation zu quantifizieren und
anschliel3end in Beziehung zur Zytotoxizitat zu setzen. Deshalb wurde zusatzlich
immunfluoreszenzmikroskopisch mit monoklonalen Anti-a-Tubulin-Antikérpern
der Effekt von Taxol® (0,001 und 1uM) untersucht.

Dabei konnte fiir eine Taxol®-Konzentration von 0,001uM im MTT-Assay nur bei
CLEAR-CA 11 ab einer Expositionsdauer von 72h ein diskreter
wachstumshemmender Effekt beobachtet werden. Dementgegen zeigte sich in
der Immunfluoreszenz keine erhdhte Blndelfrequenz. An beiden untersuchten
Tumorzelllinien konnte beobachtet werden, dald bei allen anderen kurzeren
Expositionszeiten unter dieser Konzentration weder eine relevante
Wachstumsinhibition, noch eine wesentliche Bundelinduktion auftritt. Bei einer
hoheren Taxol®-Konzentration (1uM) dagegen zeigte CLEAR-CA 11 nach 72 h
eine deutliche Reduktion der vitalen Zellen.

Ein analoges Ergebnis erbrachte auch die immunfluoreszenzmikroskopische
Auswertung hinsichtlich der zellularen Formation von Mikrotubulusbindeln. Bei
einer Konzentration von 0,001uM Taxol® konnte bei beiden Nierenkarzinom-
Zelllinien eine nur geringfugige Bundelinduktion beobachtet werden. Erste
Blndel wurden, wie dies bereits die Ergebnisse der elektronenmikroskopischen
Untersuchungen ergeben hatten, nach 3-stindiger Substanzexposition
registriert. Unter 1uM Taxol® stieg die Frequenz der Zellen mit
Mikrotubulusbiindeln deutlich an. Die Taxol®-resistente Zelllinie CLEAR-CA 15
reagierte auf eine Verlangerung der Expositionszeit von 3 auf bis zu 120
Stunden nicht mit einer wesentlichen Verstarkung der Blndelformation. Im
Gegensatz dazu lieR sich die Biindelinduktion bei der Taxol®-sensitiven Zelllinie
CLEAR-CA 11 durch eine verlangerte Substanzexposition deutlich verstarken.
Hier fiel auf, dass sich die zeitliche Dynamik der Bundelformation auffallig mit der
wachstumshemmenden zytotoxischen Wirkung des Medikamentes auf die
Tumorzellen deckte. Diese Besonderheit fiihrte zu der Uberlegung, die

beobachtete zytotoxische Wirkung Taxols® mit der Fahigkeit der Biindel-
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Induktion zu korrelieren. Fur CLEAR-CA 11 lie3 sich dabei mit
Korrelationskoeffizienten  von 0,933 (nach  Pearson) bei einem
BestimmtheitsmaR von R? = 0,87 fiir Paclitaxel und von 0,81 bei einem
Bestimmtheitsma® von R? = 0,65 fiir Taxol® eine signifikante Ubereinkunft
zwischen der erreichbaren Wachstumsinhibition und nachzuweisender
Biindelinduktion zeigen. Das etwas schlechtere Korrelationsergebnis von Taxol®
ist wahrscheinlich durch die oben beschriebene Diskrepanz zwischen
Wachstumsinhibition und Bundelinduktion bei einer Konzentration von 0,001uM
zu erklaren. Fur die Tumorzelllinie CLEAR-CA 15 liel3 sich entsprechendes nicht
darstellen. Das Korrelationsergebnis bestatigte hier vielmehr, dass eine
schwache Bundelformation auch unabhangig von einer nachweisbaren

Wachstumshemmung auftreten kann.

Die enge Korrelation zwischen zytotoxischem Effekt und eingetretener
BlUndelformation in der Paclitaxel-sensitiven Zelllinie |&sst vermuten, dass eine
enge Beziehung zwischen diesen beiden Paclitaxel-assoziierten Variablen
besteht. Wenn Paclitaxel eine deutliche zytotoxische Wirkung entfaltet, kann
auch mit einer deutlichen Induktion von Mikrotubulusbindeln gerechnet werden.
Diese Beobachtung konnte auch bedeuten, dass fur das wenig sensitive
Verhalten der CLEAR-CA 15 ein Mechanismus verantwortlich ist, der die
Formation solcher Bundel unterbindet.

Eine mogliche Erklarung hierfur ware, dass in der resistenten Zelllinie weniger
Taxol® an die Mikrotubuli gebunden wird. Hierbei kénnte der ,Multidrug
Resistance-Phanotyp“ von Nierenzellkarzinomen eine Rolle spielen (THIEBEAUT &
TSuRUO, 1987; CORDON-CARDO & O'BRIAN, 1990; Kim & KAKEHI, 1996; VoLM &
MATTERN, 1992). So weiR man, dass auch Taxol® via eines energieabhingigen
p-Glycoprotein-Pumpmechanismus nach aullen geschleust und so die
intrazellulare Substanzakkumulation verhindert wird (Roy & HORwiTz, 1985;
BHALLA & HUANG, 1993; BAGULEY & MARSHALL, 1995).

Eine weitere M®oglichkeit, die Wechselwirkung zwischen Taxol® und dem
Mikrotubulus zu unterbinden, besteht darin, dass Taxol® nicht regelrecht an sein
Zielmolekul, den Mikrotubulus, gebunden werden kann und auf diese Weise die

Interaktion mit dem ,bundling factor® verhindert wird. Einige Autoren berichten
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diesbezuglich von Veranderungen im o- oder B-Tubulin, den Grundbausteinen
des Mikrotubulus (CABRAL & ABRAHAM, 1981; CABRAL & BRADY, 1986). Von
anderen Autoren wird dagegen in diesem Zusammenhang die Bedeutung einer
veranderten Tubulin-Isotypen-Expression als Grundlage einer Taxol®-Resistenz
in den Vordergrund gestellt (HABER & BURKHART, 1995; JAFFREZOU & DUMONTET,
1995; DUMONTET & DURAN, 1996, ORR & VERDIER-PINARD, 2003):

Dass eine veranderte 3 — Tubulin — Isotypenexpression in Nierenzellkarzinom —
Zelllinien die Vinblastin — Sensitivitat beeinflusst, konnte von Ferguson et al.
gezeigt werden (FERGUSON & TAYLOR, 2005). Ob solche Veranderungen im
Tubulin resistenter oder vielleicht auch sensitiver Nierenkarzinom-Zelllinien
existieren und die Taxol® - Sensitivitat beeinflussen, ist bisher abschlieend nicht

geklart worden und bedarf weiterer Untersuchungen.

Apoptoseinduktion durch Paclitaxel

Neben dem Paclitaxel-typischen Effekt der Biundelinduktion ist auch von einer
Zunahme der Apoptosefrequenz in Taxol®-behandelten Zellkulturen berichtet
worden (LIEBMANN & CooOK, 1993; LoPES & ADAMS, 1993; ANDREASSEN &
MARGOLIS, 1994; LONG & FAIRCHILD, 1994). Die Apoptosehaufigkeit ist ebenfalls
mit der Zytotoxizitat von Paclitaxel korreliert worden, und es konnte gezeigt
werden, dass Taxol® tatsdchlich in einer Vielzahl von leukdmischen Zelllinien
und Zelllinien solider Tumoren bevorzugt Uber diesen Mechanismus zum Zelltod
fuhrt (CHANG & LI, 1996; JORDAN & WENDELL, 1996; MILROSS & MASON, 1996; LIEU
& CHANG, 1997).

Auch in unserer Studie konnte gezeigt werden, dass unter der Behandlung mit
Taxol® eine Zunahme der Apoptosefrequenz zu verzeichnen ist. Dass rein
quantitative Ausmal der Apoptoseinduktion durch Taxol® war zwar insgesamt
wenig ausgepragt, aber statistisch sicher erfassbar (a0 = 0.05, Pops < o = 0.0001).
Uberraschenderweise zeigte die Paclitaxel-resistente Zelllinie eine starkere
Apoptosesteigerung als die Paclitaxel-sensible Zellinie CLEAR CA 11.
Erwartungsgemal® wurde eine Zeit- und Dosisabhangigkeit der
Apoptosefrequenz unter Paclitaxel- und Taxol®-Einwirkung deutlich. Dieses

Ergebnis stellte sich besonders deutlich in den Zellzyklus-Analysen dar, in denen
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sich eine apoptotische Kernfragmentierung nach 72-stiindiger Exposition und
langer in Erscheinung trat. Eine derartige zeitliche Abhangigkeit wurde auch fur
andere Tumortypen berichtet (CHANG & LI, 1996; JORDAN & WENDELL, 1996;
BANERJEE & FALLIS, 1997; LIEU & CHANG, 1997).

Die Bedeutung der Expositionszeit lie® sich anhand der Zellzyklus-Analysen
unter Berucksichtigung der Wachstumskinetik naher charakterisieren. Der
Versuchsaufbau bedingt, dass die Zellen nach 72-stindiger Substanzexposition
bereits 96h in Kultur wachsen. Gemaly der Wachstumskinetik verdoppeln sich
beide Populationen zweimal. Die BrdU-DNA-Analyse zeigte, dass beide
Zelllinien unter Taxol® bei der Proliferation gestort werden, und in einem Zustand
mit verdoppeltem Genombesatz akkumulieren, aus dem heraus sie weiter
replikativ aktiv sind. Erst nach dem Auftreten dieses Phanomens ab 72-stundiger
Substanzeinwirkung lieR sich auch eine deutliche apoptotische
Kernfragmentierung beobachten.

Eine derartige zeitliche Abfolge von Mitosearrest und Apoptoseinduktion ist
bekannt (CHANG & LI, 1996; JORDAN & WENDELL, 1996; BANERJEE & FALLIS, 1997).
Auf welchem Weg Taxol® in einer bestimmten Zelle den programmierten Zelltod
provoziert, ist jedoch noch unklar. Nach der heutigen Datenlage mul} davon
ausgegangen werden, daR Taxol® durch eine Vielzahl an Mechanismen eine
Apoptose induzieren kann: im Fokus sind heute hochkomplexe
Signaltransduktionskaskaden, die in enger Beziehung zur Mitosekontrolle
stehen. Insbesondere spielen die Cyclin — abhangigen Kinasen, sowie die
sogenannten ,Mitose — aktivierten Proteinkinasen® (MAPK's), denen eine
Funktion als Mitosespindel-Checkpoint zukommt, eine Rolle (WANG & WANG,
2000; GASCOIGNE & TAYLOR, 2009).

Welcher Mechanismus fiir das Auftreten der Taxol®-induzierten Apoptose an
Nierenkarzinom-Zelllinien verantwortlich ist, ist noch nicht abschlie®end geklart.
Fest steht jedoch, dass bei beiden untersuchten Tumorzelllinien das vermehrte
Auftreten von apoptotischen Zellen erst nach 72 Stunden nachweisbar ist, sich
also zeitlich nach dem in der Zellzyklus-Analyse darstellbaren Mitoseblock
manifestiert. Dieses Ergebnis entspricht den Beobachtungen der oben zitierten
Autoren (CHANG & LI, 1996; JORDAN & WENDELL, 1996; BANERJEE & FALLIS, 1997)
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und stutzt die These von WILLINGHAM et al., die besagt, dass ein solcher
Mitosearrest die Taxol®-induzierte Apoptose begiinstigt (WILLINGHAM & BHALLA,
1994). Des weiteren ist offensichtlich, dass sich das Ausmal® der
Apoptoseinduktion in Taxol®-sensitiven CLEAR-CA 11-Zellen nicht wesentlich

von dem in Taxol®-resistenten CLEAR-CA 15-Zellen unterscheidet.

Effekte von Paclitaxel auf die Zellzyklusverteilung

Der Effekt Taxols® auf den Zellzyklus ist bislang noch nicht abschlieBend geklart.
Um den Einfluss auf den Zellzyklus zu erklaren, werden unterschiedliche Thesen
diskutiert. Allen Thesen liegt die Annahme zu Grunde, dass Taxol® entscheidend

in den regularen Ablauf der Mitose eingreift:

Bei der regularen Mitose ist der Beginn der Anaphase durch das
Auseinanderweichen der Schwesterchromatiden und einen Abfall von Cyclin-B
gekennzeichnet. Der Abfall des Cyclin-B’s wird durch die Aktivitat des
sogenannten Spindel-Checkpoints inhibiert. Das Signal dieses Spindel-
Checkpoints wird durch verschiedene Proteine, wie MAD 1 und MAD 2,
vermittelt, die sich an ungebundenen Kinetochoren befinden und dort
inhibierende Komplexe bilden, die das Fortschreiten der Anaphase solange
behindern, bis alle Chromatiden regular an den Kinetochoren des

Spindelapparates gebunden sind (BRITO & YANG, 2008).

In Taxol®-sensitiven Zelllinien konnte man reduzierte Level an MAD2
nachweisen. Die daraus abgeleitete Hypothese besagt, dass ein Defekt im
Kontrollmechanismus, der den geordneten Ablauf der Mitose Uberwacht, die
Sensitivitat der Zelle gegenuber Spindelgiften erhoht. Eine Zelle mit defekter
Mitosekontrolle ist nicht in der Lage, auf die fehlerhafte Ausbildung des
Spindelapparates unter Taxol® zu reagieren, und durchlauft einen
unvollkommenen Teilungszyklus, der zur Entstehung einer genomisch anders
strukturierten Zelle fuhrt, die dann zugrunde geht (LI & BENEZRA, 1996). Es ist
bisher jedoch unbekannt, ob Taxol® mdglicherweise deshalb zytotoxisch auf

Zellen wirkt, weil diese Uber eine ungenigende Mitosekontrolle verfligen, die sie
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gegeniiber Taxol® sensibilisiert, oder ob durch Taxol® eine intakte
Mitosekontrolle im Sinne eines sogenannten ,mitotic slippage" umlaufen wird
(KUNG & SHERWOOD, 1990; ANDREASSEN & MARGOLIS, 1994; BRITO & RIEDER,
2006). Fur das Ergebnis ist es letztlich unerheblich: in beiden Fallen resultieren
genomisch alterierte Zellen, von denen man annimmt, dass sie nicht unbegrenzt

lebensfahig sind.

Nachgewiesen st allerdings, dass unter Taxol® im Vergleich zu
Kontrollbedingungen der Anaphase-Beginn deutlich verzdégert wird. Aulderdem
bleibt in Taxol® behandelten Zellen das Anaphase-typische Auseinanderdriften
der Schwesterchromatiden aus. Das Chromatin beginnt zu dekondensieren, und
die Zelle startet eine ungerichtete Teilungsaktivitdt, ohne eine Zell- oder
Kernteilung vollenden zu kénnen. Dabei spreiten die zur Mitose abgerundeten
Zellen wieder auf dem Untergrund aus und es bilden sich um dekondensierte
tetraploide Chromatinfaden neue Kernmembranen aus, so dass die Zellen
zahlreiche Ersatzkerne, sogenannte Micronuclei, enthalten (RINGERTZ & SAVAGE,
1986; DEBRABANDER & GEUENS, 1986; LIEBMANN & CoOOK, 1994; RIEDER &
SCHULTZ, 1994; JORDAN & WENDELL, 1996). Viele Autoren nehmen flr diese
irregulare Interphase einen erneuten Replikationszyklus an, so dass in der
ungeteilten Zelle ein polyploider Chromosomensatz entsteht (ROBERTS &
RowINsKY, 1989; LoPES & ADAMS, 1993; LONG & FAIRCHILD, 1994). Die daraus
resultierende, fur die einzelne Zelle unverhaltnismalig hohe Gendosis soll dann
als Letalfaktor wirken (Long & Fairchild, 1994).

Da durch Taxol® beide untersuchten Nierenzellkarzinom-Zelllinien ohne
Beriicksichtigung ihrer Taxol®-Sensitivitit in einen hyperploiden Zustand
ubergehen und in beiden Tumorzelllinien in gleichem Male irregulare
Interphasezellen mit Micronuclei gefunden werden, ist dieser Effekt
wahrscheinlich nicht fur das unterschiedlich sensitive Verhalten der Zellen

verantwortlich.
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Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die Taxol®-Sensitivitat der
beiden klarzelligen humanen Nierenkarzinom-Zelllinien lediglich mit der Taxol®-
charakteristischen Blndelung von Mikrotubuli korreliert. Alle anderen
untersuchten Paclitaxel-induzierten Veranderungen werden dementgegen

unabhéangig von der zelluldren Taxol®-Sensitivitat beobachtet.

Obwohl ein enger Zusammenhang zwischen der Ausbildung von
Mikrotubulusbiindeln und der Wachstumsinhibition bei der Taxol®-sensitiven
CLEAR-CA 11 vorliegt, verbleibt der Mechanismus, der letztendlich zum Zelltod
fahrt, unklar.

Auch wenn Zytostatika, im engeren Sinne Taxol® in der systemischen Therapie
des Nierenzellkarzinoms heute eine untergeordnete Rolle spielen, so ware es
doch sinnvoll, zum einen den molekularen Mechanismen auf den Grund zu
gehen, die bei den Taxol®-sensiblen Nierenzellkarzinom-Zelllinien den Zelltod
herbeifiihren, und zum anderen die Mechanismen aufzudecken, die eine Taxol®-
Resistenz bedingen. Nach den hier vorgefundenen Ergebnissen konnte im
Hinblick auf die Resistenzproblematik eine Untersuchung der Tubulin-Isotypen-

Expression sinnvoll sein.
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Zusammenfassung

In der vorliegenden Studie wurde an 2 humanen Nierenkarzinom-Zelllinien der
zeit- und konzentrationsabhangige zytotoxische Effekt von Paclitaxel geldst in
DMSO und Taxol® geldst in Cremophor® EL / Athanol mit dem MTT-Assay
untersucht. Elektronen-, licht- und immunfluoreszenzmikroskopische Studien
dienten der Darstellung substanzinduzierter morphologischer Veranderungen,
die BrdU-DNA-Analyse erfasste den Effekt auf die Zellzyklusverteilung. Es
konnte gezeigt werden, dass diese beiden Zelllinien aufgrund ihrer
unterschiedlichen Sensitivitat gegenuber Paclitaxel ein geeignetes Modell fur
Resistenzstudien und damit verbundene Fragestellungen darstellen. So wurde
bei der resistenten Zelllinie keine signifikante Wachstumsinhibition beobachtet,
wahrend in der sensiblen Zelllinie eine konzentrations- und zeitabhangige
Wachstumsinhibition fiir Paclitaxel / Taxol® mit einer maximalen Reduktion der
Zellzahl auf 79% / 75% der Kontrolle gezeigt werden konnte. Die Dauer der
Substanzexposition war flr die erreichbare Zytotoxizitat der entscheidende
Faktor. Es konnte zudem gezeigt werden, dass die Substanz-induzierte
Zytotoxizitat bei der sensitiven Zelllinie nahezu ideal mit der Paclitaxel-
spezifischen Induktion von Mikrotubulusbindeln korreliert (r(Paclitaxcel) = 0,93;
r(Taxol® = 0,81). Bei beiden Tumorzelllinien konnte mit zunehmender
Expositionszeit eine gesteigerte Apoptosefrequenz nachgewiesen werden. Es
konnte eine schwache Korrelation zwischen Apoptoseinduktion und
Wachstumsinhibition dargestellt werden. Mit Hilfe der BrdU-DNA-Analyse konnte
gezeigt werden, dass die Tumorzellen beider Zelllinien nach 72h Paclitaxel-
Exposition in der G2/M-Phase des Zellzyklus akkumulieren. Die Zellen
uberwinden den Mitosearrest ohne regulare Kern- und Zellteilung und treten in
ein so genanntes ,Pseudo-G1-Stadium" mit verdoppeltem DNA-Gehalt ein, der
auf zahlreiche Mikronuclei verteilt wird. Von den erwahnten Effekten, die nach
Paclitaxel- / Taxol®- Exposition beobachtet werden, eignete sich nur die
Induktion von Mikrotubulusbindeln als Indikator fir den zu erwartenden
zytotoxischen Effekt. In weiteren Untersuchungen muss geklart werden, Uber
welche Mechanismen die Tumorzellen eine Resistenz gegenuber Paclitaxel
entwickeln und auf welche Welse eine solche Resistenz mdglicherweise

durchbrochen werden kann.
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Tabellarischer Anhang
WACHSTUMSKINETIK

A.
CLEAR - CA 11 Zelldichte entsprechend 6000 Zellen / Well im MTT - Assay
Anzahl der Beobachtungswerte pro Wachstumszeit : 4

o = 0,05, Konfidenzintervall = 0,95 ; % Konfidenzintervall = 2

Wachstumszeit Zellen / pl
24 h 55 Verdopplungszeit 1 : 53,94 h
48 h 83 Verdopplungszeit 2 : 29,52 h
72h 169
96 h 227
120 h 273
144 h 298

CLEAR -CA 15  Zelldichte entsprechend 3000 Zellen / Well im MTT - Assay
Anzahl der Beobachtungswerte pro Wachstumszeit : 4

o = 0,05, Konfidenzintervall = 0,95 ; % Konfidenzintervall = 3

Wachstumszeit Zellen / pl
24 h 31 Verdopplungszeit 1 : 51 h
48 h 44 Verdopplungszeit 2 : 26,03 h
72 h 95
96 h 126
120 h 139
144 h 140
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Abb.1- Anhang:
CLEAR-CA 15 und CLEAR-CA 11: Wachstumskinetik
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WACHSTUMSINHIBITION (eingehende Messwerte insgesamt : 2880 )

EinfluB der Hauptfaktoren auf die Wachstumsinhibition [ % ]

Nierenkarzinom - Zelllinie
Anzahl der Beobachtungswerte pro Zelllinie = 1440
a = 0.05; Vertrauensintervall = 0.95; Pobs < o = 0,0001; %2 - Konfidenzintervall = 0,96

untere Ver - obere Ver -

trauensgrenze Mittelwert ~ trauensgrenze
CLEAR-CA 11 21,4699 22,4299 23,3899
CLEAR-CA 15 -0,0198 0,9402 1,9002

Medikament
Anzahl der Beobachtungswerte pro Medikament = 1440
a = 0.05; Vertrauensintervall = 0.95; P obs <a = 0,0001 % - Konfidenzintervall = 0,96

untere Ver - obere Ver -

trauensgrenze Mittelwert  trauensgrenze
PACLITAXEL 8,90667 9,86667 10,82667
TAXOL® 12,5434 13,5034 14,4634

Konzentration
Anzahl der Beobachtungswerte pro Konzentration = 576

o = 0.05; Vertrauensintervall = 0.95; Pobs < a = 0,0001 % - Konfidenzintervall = 1,5179

untere Ver - obere Ver -

trauensgrenze Mittelwert ~ trauensgrenze
0,001uM 1,6231 3,1413 4,6592
0,01uM 6,9837 8,5016 10,0195
0,1uM 11,0898 12,6077 14,1256
1uM 12,3871 13,905 15,4229
10uM 18,7518 20,2697 21,7876

Expositionszeit
Anzahl der Beobachtungswerte pro Konzentration = 480

o = 0.05; Vertrauensintervall = 0.95; Pobs < a = 0,0001; % - Konfidenzintervall = 1,6627

untere Ver - obere Ver -
trauensgrenze Mittelwert  trauensgrenze
1h 0,2076 1,8703 3,533
3h 2,2834 3,9461 5,6088

24 h -5,5637 -3,901 -2,2383
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72h 7,3437 9,0064 10,6691
96 h 21,6116 23,2743 24,937
120 h 34,2515 35,9142 37,5769

EINLUSS DER PACLITAXEL-KONZENTRATION AUF DIE WACHSTUMSINHIBITION BEI DEN EXPOSITIONSZEITEN

CLEAR -CA 11
Anzahl der Beobachtungswerte pro Konzentration und Expositionszeit = 24

o = 0,05; Vertrauensintervall = 0,95; Angaben in [%]

0,001uM 0,01uM 0,1uM 1uM 10uM Y-Konfidenz
1h -4,4758 -5,5993 -8,6073 -7,3753 -11,4342 0,0443
3h -3,4456 -1,9944 -3,0886 -1,0089 -2,3126 0,0123
24h 0,515 1,3798 2,8454 3,5255 -4,4035 0,0288
72h 7,9887 23,7834 30,5542 36,5111 24,171 0,2339
96h 8,5303 37,6088 59,901 63,8124 46,975 0,4319
120h 12,5799 47,8863 73,7647 79,0327 75,2645 0,5631

CLEAR -CA 15
Anzahl der Beobachtungswerte pro Konzentration und Expositionszeit = 24

o = 0,05; Vertrauensintervall = 0,95; Angaben in [%]

0,001uM 0,01uM 0,1uM 1uM 10uM Y-Konfidenz
1h -0,4766 -1,4802 3,2135 5,1199 0,5488 0,029
3h -1,3665 0,4942 2,0693 3,6522 2,5944 0,0315
24h -9,4083 -7,5877 -11,8234 -8,2312 -2,627 0,047
72h -6,0439 -7,9297 -5,2206 -0,069 7,7871 0,0425
96h -7,777 -5,4376 -0,9122 1,9462 14,3784 0,0886
120h -0,3555 5,7151 8,6839 15,4967 36,8448 0,178

EINFLUSS DER PACLITAXEL-KONZENTRATION AUF DIE WACHSTUMSINHIBITION GEMITTELT UBER ALLE EXPOSITIONS-
ZEITEN

CLEAR -CA 11
Anzahl der Beobachtungswerte pro Konzentration = 144

o = 0.05; Vertrauensintervall = 0.95; % - Konfidenzintervall = 4,8688; Angaben in [%)]

untere Ver - obere Ver -
trauensgrenze Mittelwert ~ trauensgrenze
0,001uM -1,9808 2,888 7,7568
0,01uM 11,5872 16,546 21,4148
0,1uM 20,3822 25,251 30,1198
1uM 23,4812 28,35 33,2188

10uM 17,7742 22,643 27,5118
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CLEAR -CA 15

Anzahl der Beobachtungswerte pro Konzentration = 144

o = 0.05; Vertrauensintervall = 0.95; % - Konfidenzintervall = 1,8981; Angaben in [%]

untere Ver - obere Ver -
trauensgrenze Mittelwert  trauensgrenze
0,001uM -5,9706 -4,0725 -2,1744
0,01uM -4,4652 -2,5671 -0,669
0,1uM -2,9161 -1,018 0,8801
1uM 0,7896 2,6877 4,5858
10uM 6,0615 7,9596 9,8577

EINLUSS DER TAXOL®-KONZENTRATION BEI VERSCHIEDENEN EXPOSITIONSZEITEN AUF DIE WACHSTUMSINHIBITION

CLEAR - CA 11
Anzahl der Beobachtungswerte pro Konzentration und Expositionszeit = 24

o = 0,05; Vertrauensintervall = 0,95; Angaben in [%]

0,001uM 0,01uM 0,1uM 1uM 10uM Y2-Konfidenz
1h -8,3718 -7,7375 -6,3332 1,3591 47,8754 0,3156
3h -1,9789 -2,6463 -1,9401 4,7881 55,471 0,3282
24h 2,0664 1,6637 1,4392 -0,4027 12,6164 0,0377
72h 30,8365 25,0291 33,0953 28,4726 9,2067 0,2484
96h 54,1869 56,7163 60,6702 56,7424 37,762 0,627
120h 36,2448 63,1164 74,7679 74,0218 60,8754 0,5656

CLEAR -CA 15
Anzahl der Beobachtungswerte pro Konzentration und Expositionszeit = 24

o = 0,05; Vertrauensintervall = 0,95; Angaben in [%]

0,001uM 0,01uM 0,1uM 1uM 10uM Y2-Konfidenz
1h 1,4587 4,8021 2,0581 3,1918 39,3992 0,2065
3h 0,9266 1,2432 2,6871 3,4901 26,5539 0,0908
24h -11,188 -11,8478 -9,9947 -8,8217 -3,1686 0,0505
72h -7,7365 -6,0301 -5,9841 -12,3361 -16,669 0,0834
96h -3,8728 -5,4887 -2,8466 -9,33 7,9618 0,0672

120h 3,9689 8,3206 15,5475 11,8989 30,1066 0,1656
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EINFLUSS DER TAXOL®-KONZENTRATION AUF DIE WACHSTUMSINHIBITION GEMITTELT UBER ALLE EXPOSITIONSZEITEN

CLEAR-CA 11
Anzahl der Beobachtungswerte pro Expositionszeit = 144

o = 0.05; Vertrauensintervall = 0.95; ' - Konfidenzintervall = 4,7303; Angaben in [%]

untere Ver - obere Ver -
trauensgrenze Mittelwert  trauensgrenze
0,001uM 12,0807 16,811 21,5413
0,01uM 17,1397 21,87 26,6003
0,1uM 21,6207 26,351 31,0813
1uM 22,1627 26,893 31,6233
10uM 31,9647 36,695 41,4253

CLEAR -CA 15
Anzahl der Beobachtungswerte pro Expositionszeit = 144

o = 0.05; Vertrauensintervall = 0.95; ' - Konfidenzintervall = 2,4458; Angaben in [%)]

untere Ver - obere Ver -
trauensgrenze Mittelwert  trauensgrenze
0,001uM -5,5068 -3,061 -0,6152
0,01uM -4,2888 -1,843 0,6028
0,1uM -2,5998 -0,154 2,2918
1uM -4,7568 -2,311 0,1348

10uM 11,3362 13,782 16,2278
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LOSU NGSMITTELEFFEKTE ( eingehende MeRwerte insgesamt 240)

EinfluR der Hauptfaktoren auf die Wachstumsinhibition [ % ]

A.
Konzentration / CREMOPHOR® EL
Anzahl der Beobachtungswerte pro Konzentration = 96

o = 0.05; Vertrauensintervall = 0.95; Pobs < a = 0,421; % - Konfidenzintervall = 0,5591

untere Ver - obere Ver -
trauensgrenze Mittelwert  trauensgrenze
7,5 x 10-5 mg/ml 1,922 2,4811 3,0402
7,5 x 10-4 mg/ml 2,1014 2,6605 3,2196
7,5 x 10-3 mg/ml 2,1936 2,7527 3,3118
7,5 x 10-2 mg/ml 3,3359 3,895 4,4541
7,5 x 10-1 mg/ml 2,3427 2,9018 3,4609

Expositionszeit | CREMOPHOR® EL
Anzahl der Beobachtungswerte pro Expositionszeit = 240

o = 0.05; Vertrauensintervall = 0.95; Pobs < a =0,336; ' - Konfidenzintervall = 0,5591

untere Ver - obere Ver -
trauensgrenze Mittelwert ~ trauensgrenze
72 h 2,1187 2,6778 3,2369
120 h 2,6395 3,1986 3,7577

EINLUSS DER CREMOPHOR®-KONZENTRATION BEI VERSCHIEDENEN EXPOSITIONSZEITEN AUF DIE
WACHSTUMSINHIBITION

CLEAR -CA 11
Anzahl der Beobachtungswerte pro Expositionszeit = 96

o = 0.05; Vertrauensintervall = 0.95; ' - Konfidenzintervall = 2,2

0,000075 0,00075
mg/ml mg/ml 0,0075 mg/ml 0,075 mg/ml 0,75 mg/ml
72h 3,4765 2,5691 5,8965 4,9269 5,2395
120h 4,1912 4,7012 3,2225 4,5995 9,7916

CLEAR -CA 11
Anzahl der Beobachtungswerte pro Expositionszeit = 96

o = 0.05; Vertrauensintervall = 0.95; ' - Konfidenzintervall = 2,4

0,000075 0,00075
mg/ml mg/ml 0,0075 mg/ml 0,075 mg/ml 0,75 mg/ml
72h 1,519 2,3423 -0,6156 2,1782 -1,1484

120h 0,8283 0,7233 1,7866 3,487 -1,3566
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IMMUNFLUORESZENZ (eingehende Messwerte insgesamt : 480)

BUNDELINDUKTION

EINFLUSS DER PACLITAXEL-KONZENTRATION BEI VERSCHIEDENEN EXPOSITIONSZEITEN AUF DIE BUNDELINDUKTION

CLEAR CA 11
Anzahl der Beobachtungswerte pro Konzentration und Expositionszeit = 10

a = 0,05; Vertrauensintervall = 0,95; Angaben in [%]

Kontrolle 0,001uM 1uM Y>-Konfidenz

1h 0 0 0 0

3h 0 0,8966 1,5378 0,07898
24h 0 0,9135 9,3736 0,10335
72h 0 2,1253 20,8772 0,2323
96h 0 1,7238 23,1833 0,28521
120h 0 1,7091 61,9524 0,54807
CLEAR CA 15

Anzahl der Beobachtungswerte pro Konzentration und Expositionszeit = 10

a = 0,05; Vertrauensintervall = 0,95; Angaben in [%]

Kontrolle 0,001uM 1uM Y2-Konfidenz
1h 0 0 0 0
3h 0 0,6914 6,7094 0,25953
24h 0 0 2,6091 0,18831
72h 0 0 3,3809 0,18154
96h 0 0,1826 3,8632 0,2274
120h 0 0 3,7899 0,19534

EINFLUSS DER TAXOL®-KONZENTRATION BEI VERSCHIEDENEN EXPOSITIONSZEITEN AUF DIE BUNDELINDUKTION

CLEAR CA 11
Anzahl der Beobachtungswerte pro Konzentration und Expositionszeit = 10

a = 0,05; Vertrauensintervall = 0,95; Angaben in [%]

Kontrolle 0,001uM 1uM Y>-Konfidenz
1h 0 0 0 0
3h 0 1,9807 5,2568 0,11802
24h 0 2,0766 18,5025 0,28045
72h 0 4,6329 27,8537 0,27207
96h 0 3,0088 41,4435 0,40149
120h 0 5,297 45,6376 0,57143
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CLEAR CA 15

Anzahl der Beobachtungswerte pro Konzentration und Expositionszeit = 10

a = 0,05; Vertrauensintervall = 0,95; Angaben in [%]

Kontrolle 0,001uM 1uM Y2-Konfidenz
1h 0 0,2 0 0,04132
3h 0 1,0143 11,3615 0,51729
24h 0 5,473 7,0927 0,36439
72h 0 0,2359 4,1071 0,19297
96h 0 0,2776 2,4868 0,16935
120h 0 0,2816 5,4097 0,31287

MULTIPLE MITOTIC ASTERS

EINFLUSS DER EXPOSITIONSZEIT AUF DIE FREQUENZ AN MULTIPLE MITOTIC ASTERS UNTER 0,001uM PACLITAXEL

CLEAR -CA 11
Anzahl der Beobachtungswerte pro Expositionszeit = 10

o = 0.05; Vertrauensintervall = 0.95; % - Konfidenzintervall = 0,066; Angaben in [%]

untere Ver - obere Ver -

trauensgrenze Mittelwert trauensgrenze

1h -0,06601 0 0,06601
3h 0,01464 0,08065 0,14665
24 h -0,06601 0 0,06601
72h -0,06601 0 0,06601
96 h -0,06601 0 0,06601
120 h -0,06601 0 0,06601
CLEAR-CA 15

Anzahl der Beobachtungswerte pro Expositionszeit = 10

o = 0.05; Vertrauensintervall = 0.95; ' - Konfidenzintervall = 0,0; Angaben in [%]

untere Ver - obere Ver -
trauensgrenze Mittelwert trauensgrenze
1h 0 0 0
3h 0 0 0
24 h 0 0 0
72 h 0 0 0
96 h 0 0 0
120 h 0 0 0
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EINFLUSS DER EXPOSITIONSZEIT AUF DIE FREQUENZ AN MULTIPLE MITOTIC ASTERS UNTER 1uM PACLITAXEL

CLEAR -CA 11
Anzahl der Beobachtungswerte pro Expositionszeit = 10

o = 0.05; Vertrauensintervall = 0.95; % - Konfidenzintervall = 0,2729; Angaben in [%)]

untere Ver - obere Ver -

trauensgrenze Mittelwert trauensgrenze

1h -0,2729 0 0,2729
3h -0,2729 0 0,2729
24 h 1,6286 1,9014 2,1743
72h -0,05 0,2229 0,4958
96 h -0,2729 0 0,2729
120 h -0,2729 0 0,2729
CLEAR -CA 15

Anzahl der Beobachtungswerte pro Expositionszeit = 10

o = 0.05; Vertrauensintervall = 0.95; % - Konfidenzintervall = 0,8338; Angaben in [%]

untere Ver - obere Ver -

trauensgrenze Mittelwert trauensgrenze

1h -0,8338 0 0,8338
3h -0,8338 0 0,8338
24 h 3,4924 4,3261 5,1599
72 h -0,0287 0,805 1,6388
96 h -0,3065 0,5273 1,361

120 h 0,0487 0,8825 1,7163

EINFLUSS DER EXPOSITIONSZEIT AUF DIE FREQUENZ AN MULTIPLE MITOTIC ASTERS UNTER 0,001uM TAXOL®

CLEAR-CA 11
Anzahl der Beobachtungswerte pro Expositionszeit = 10

o = 0.05; Vertrauensintervall = 0.95; ' - Konfidenzintervall = 0,0; Angaben in [%)]

untere Ver - obere Ver -

trauensgrenze Mittelwert trauensgrenze
1h 0 0 0
3h 0
24 h 0
72h 0
96 h 0
120 h 0

o O o o o

0
0
0
0
0
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CLEAR-CA 15

Anzahl der Beobachtungswerte pro Expositionszeit = 10

o = 0.05; Vertrauensintervall = 0.95; % - Konfidenzintervall = 0,3813; Angaben in [%]

1h
3h
24 h
72h
96 h
120 h

untere Ver -

trauensgrenze

-0,3813
-0,3813
0,9489
-0,3813
-0,3813
-0,3813

Mittelwert

0

0
1,3302

0

0

0

0,3813
0,3813
1,7115
0,3813
0,3813
0,3813

obere Ver -

trauensgrenze

EINFLUSS DER EXPOSITIONSZEIT AUF DIE FREQUENZ AN MULTIPLE MITOTIC ASTERS UNTER 1uM TAXOL®

CLEAR-CA 11

Anzahl der Beobachtungswerte pro Expositionszeit = 10

o = 0.05; Vertrauensintervall = 0.95; % - Konfidenzintervall = 0,4702; Angaben in [%]

1h
3h
24 h
72h
96 h
120 h

CLEAR -CA 15

untere Ver -

trauensgrenze

-0,4702
-0,4702
5,4642
-0,0821
-0,1101
-0,4702

Mittelwert

0

0
5,9344
0,3881
0,3601

0,4702
0,4702
6,4046
0,8582
0,8302
0,4702

Anzahl der Beobachtungswerte pro Expositionszeit = 10

o = 0.05; Vertrauensintervall = 0.95; ' - Konfidenzintervall

1h
3h
24 h
72h
96 h
120 h

untere Ver -

trauensgrenze

-0,7497
-0,7497
5,4751

-0,2412
-0,1162
-0,1352

Mittelwert

0

0
6,2248
0,5084
0,6224
0,6145

0,7497
0,7497
6,9744
1,2581
1,3831
1,3641

obere Ver -

trauensgrenze

= 0,7497; Angaben in [%]

obere Ver -

trauensgrenze
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HE - MORPHOMETRIE (eingehende Messwerte insgesamt : 1200)

MITOSEFREQUENZ

EINFLUSS DER EXPOSITIONSZEIT AUF DIE MITOSEFREQUENZ UNTER VERSCHIEDENEN PACLITAXEL-KONZENTRATIONEN
CLEAR-CA 11

Anzahl der Beobachtungswerte pro Konzentration und Expositionszeit = 10

a = 0,05; Vertrauensintervall = 0,95; Angaben in [%]

1h 3h 24h 72h 96h 120h 2-Konfidenz
Kontrolle 1,1282 0,8416 1,6642 2,7811 2,0673 2,2478 0,1278
0,001uM 0,6772 1,0983 2,9917 2,0739 0,9229 2,6977 0,0986
0,01uM 0,7182 2,2726 3,9332 0,5385 7,0106 4,6934 0,111
0,1uM 0,5583 0,7691 8,8218 4,3999 9,8738 6,926 0,109
1uM 0,9797 2,1482 20,7036 4,4297 6,9782 4,6229 0,1891
10uM 0,9048 1,7158 22,1006 7,4621 3,3904 3,8472 0,092

CLEAR-CA 15
Anzahl der Beobachtungswerte pro Konzentration und Expositionszeit = 10

a = 0,05; Vertrauensintervall = 0,95; Angaben in [%]

1h 3h 24h 72h 96h 120h 2-Konfidenz
Kontrolle 0,3165 0,2339 2,4824 0,7958 1,471 0,8734 0,1234
0,001uM 0,4863 0,4226 0,5501 0,952 0,6603 0,4943 0,082
0,01uM 0,6329 0,2573 2,8209 0,5169 0,4302 0,4964 0,0847
0,1uM 0,4284 0,5392 8,0943 1,4524 1,1761 0,695 0,1091
1uM 0,1416 0,1998 8,0368 1,252 0,9135 0,4165 0,1073
10uM 0,162 0,3025 0,2253 0,9115 1,1394 0,4646 0,0793

EINFLUSS DER EXPOSITIONSZEIT AUF DIE MITOSEFREQUENZ GEMITTELT UBER ALLE PACLITAXEL-KONZENTRATIONEN

CLEAR -CA 11
Anzahl der Beobachtungswerte pro Expositionszeit = 50

o = 0.05; Vertrauensintervall = 0.95; % - Konfidenzintervall = 1,924198; Angaben in [%)]

untere Ver - obere Ver -

trauensgrenze Mittelwert ~ trauensgrenze
1h -0,5242 1,4 3,3242
3h 0,8958 2,82 4,7442
24 h 17,9758 19,9 21,8242
72h 3,6358 5,56 7,4842
96 h 5,1958 7,12 9,0442

120 h 4,3758 6,3 8,2242
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CLEAR -CA 15

Anzahl der Beobachtungswerte pro Expositionszeit = 50

o = 0.05; Vertrauensintervall = 0.95; ' - Konfidenzintervall = 0,576716; Angaben in [%]

untere Ver - obere Ver -

trauensgrenze Mittelwert ~ trauensgrenze
1h -0,0567 0,52 1,0967
3h -0,1567 0,42 0,9967
24 h 4,3033 4,88 5,4567
72h 0,6033 1,18 1,7567
96 h 0,4433 1,02 1,5967
120 h 0,0233 0,6 1,1767

EINFLUSS DER EXPOSITIONSZEIT AUF DIE MITOSEFREQUENZ UNTER VERSCHIEDENEN TAXOL®-KONZENTRATIONEN

CLEAR-CA 11
Anzahl der Beobachtungswerte pro Konzentration und Expositionszeit = 10

a = 0,05; Vertrauensintervall = 0,95; Angaben in [%]

1h 3h 24h 72h
Kontrolle 1,1282 0,8416 1,6642 2,781
0,001uM 1,2048 0,9605 1,6722 1,2655
0,01uM 0,81622 1,3465 10,0149 4,9228
0,1uM 0,979 0,8707 19,6121 4,9937
1uM 1,1973 0,0987 17,0971 3,7314
10uM 1,1535 2,0916 12,5249 0,1285

CLEAR-CA 15
Anzahl der Beobachtungswerte pro Konzentration und Expositionszeit = 10

a = 0,05; Vertrauensintervall = 0,95; Angaben in [%]

1h 3h 24h 72h
Kontrolle 0,3165 0,5137 2,4824 0,7958
0,001uM 0,2207 0,2472 4,4541 0,9675
0,01uM 0,7284 0,4193 4,1857 0,6992
0,1uM 0,171 0,2991 0,8337 0,9824
1uM 0,2084 0,3067 3,56229 1,6399

10uM 0,1443 0,4199 1,4842 0,8726

96h
2,0673
2,1051
6,28155
5,864
5,5369
0,7387

96h
1,4711
0,414
0,3404
0,2477
0,2577
0,4086

120h
2,2478
2,5344
3,3416
3,0686
3,5686
1,4126

120h
0,8734
0,5123
0,4608
0,3478
0,4337
0,4193

Y5-Konfidenz
0,1278
0,091
0,1159
0,1049
0,0668
0,086

Ys-Konfidenz
0,1234
0,0885
0,1217
0,0789
0,1246
0,1309
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EINFLUSS DER EXPOSITIONSZEIT AUF DIE MITOSEFREQUENZ GEMITTELT UBER ALLE TAXOL®-KONZENTRATIONEN

CLEAR -CA 11

Anzahl der Beobachtungswerte pro Expositionszeit = 50

o = 0.05; Vertrauensintervall = 0.95; % - Konfidenzintervall = 1,545037; Angaben in [%]

1h
3h
24 h
72 h
96 h
120 h

CLEAR-CA 15

untere Ver -
trauensgrenze
0,355
0,255
18,615
2,395
4,175
2,195

Mittelwert
1,9
1,8
20,16
3,94
5,72
3,74

obere Ver -
trauensgrenze
3,445
3,345
21,705
5,485
7,265
5,285

Anzahl der Beobachtungswerte pro Expositionszeit = 60

o = 0.05; Vertrauensintervall = 0.95; ' - Konfidenzintervall = 0,369399; Angaben in [%)]

1h
3h
24 h
72h
96 h
120 h

untere Ver -

trauensgrenze

0,0106
0,1106
3,0906
0,7906
0,0306
0,1506

Mittelwert
0,38
0,48
3,46
1,16
0,4
0,52

ZELLEN MIT MICRONUCLEI

obere Ver -

trauensgrenze

0,7494
0,8494
3,8294
1,5294
0,7694
0,8894

EINFLUSS DER PACLITAXEL-KONZENTRATION AUF DIE HAUFIGKEIT AN ZELLEN MIT MICRONUCLEI BEI VERSCHIEDENEN
EXPOSITIONSZEITEN

CLEAR-CA 11

Anzahl der Beobachtunsgwerte pro Konzentration und Expositionszeit = 10

a = 0,05; Vertrauensintervall = 0,95; Angaben in [%]

1h
3h
24h
72h
96h
120h

Kontrolle
0,17467
0,1068
0,10661
0,10532
0,11904
0,08536

0,001uM
0,15252
0,2884
0,31448
0,29899
0,13575
0,12755

0,01uM
0,54687
0,1384
0,27629
0,56426
10,842
4,69397

0,1uM

0,2362

0,4284
0,47177
11,6615
25,42811
19,99412

1uM
0,0867
0,2275
5,4267
49,82563
39,31375
34,96794

10uM
0,04695
0,3361
6,06108
57,32955
59,73552
51,56896

Y>-Konfidenz
0,0339
1,053
0,14106
0,0774
0,1722
0,10519
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CLEAR-CA 15

Anzahl der Beobachtunsgwerte pro Konzentration und Expositionszeit = 10

a = 0,05; Vertrauensintervall = 0,95; Angaben in [%]

1h
3h
24h
72h
96h
120h

Kontrolle
0,29205
0,5172
1,16123
0,73471
0,9774
0,82111

0,001uM 0,01uM 0,1uM
0,57834 1,05716 1,84622
1,6483 1,3889 1,198
1,43148 5,73162 3,33961
1,76658 46,61681 61,40683
20,47241 39,4816 55,95798
4,13407 51,32346 62,29533

1uM
1,36508
1,6044
3,25872
63,11524
97,36414
67,79967

10pM
1,28564
1,6425
2,34001
70,66636
68,61364
69,91219

Y5-Konfidenz
0,10119
0,5258
0,11806
0,46356
0,49586
0,33686

EINFLUSS DER PACLITAXEL-KONZENTRATION AUF DIE HAUFIGKEIT AN ZELLEN MIT MICRONUCLEI GEMITTELT UBER

ALLE

EXPOSITIONSZEITEN

CLEAR -CA 11

Anzahl der Beobachtungswerte pro Konzentration = 60

o = 0.05; Vertrauensintervall = 0.95; ' - Konfidenzintervall = 5,434185

0,001pM
0,01uM
0,1uM
1uM
10pM

CLEAR -CA 15

untere Ver -

trauensgrenze

-5,084
-1,401
7,099
23,432
30,816

obere Ver -

Mittelwert ~ trauensgrenze

0,35 5,784
4,033 9,468
12,533 17,968
28,867 34,301
36,25 41,684

Anzahl der Beobachtungswerte pro Konzentration = 60

o = 0.05; Vertrauensintervall = 0.95; ' - Konfidenzintervall = 7,261458

0,001pM
0,01uM
0,1uM
1uM
10pM

untere Ver -

trauensgrenze

-1,595
18,722
24,472
28,239
28,372

obere Ver -

Mittelwert ~ trauensgrenze

5,667 12,928
25,983 33,245
31,733 38,995

35,5 42,761
35,633 42,895
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EINFLUSS DER TAXOL®-KONZENTRATION AUF DIE HAUFIGKEIT AN MICRONUCLEI BEI VERSCHIED. EXPOSITIONSZEITEN

CLEAR-CA 11
Anzahl der Beobachtunsgwerte pro Konzentration und Expositionszeit = 10

a = 0,05; Vertrauensintervall = 0,95; Angaben in [%]

Kontrolle 0,001uM 0,01uM 0,1uM 1uM 10uM Y2-Konfidenz
1h 0,17467 0,09525 0,10311 0,09629 0,11637 0,10143 0,0280829
3h 0,1267 0,2491 0,1045 0,0992 0,3227 0,2368 0,1553
24h 0,10661 0,93953 5,4923 7,23765 5,33201 6,98005 0,08879
72h 0,10532 0,14618 6,71313 54,92895 63,12123 16,09651 0,14728
96h 0,11904 0,08911 12,316 47,84914 55,03987 7,11687 0,18654
120h 0,08536 0,14142 1,52369 31,64864 51,72744 10,02607 0,10089

CLEAR-CA 15
Anzahl der Beobachtunsgwerte pro Konzentration und Expositionszeit = 10

o = 0,05; Vertrauensintervall = 0,95; Angaben in [%]

Kontrolle 0,001uM 0,01uM 0,1uM 1uM 10uM Y2-Konfidenz
1h 0,29205 0,70994 1,09831 0,98505 1,02753 1,13088 0,10996
3h 0,452 0,5183 0,7925 1,3034 1,021 1,3056 0,6382
24h 1,16123 3,60573 4,71097 7,31692 4,08291 4,45324 0,13261
72h 0,73471 22,42662 58,16711 63,83699 67,85091 74,42952 0,80503
96h 0,9774 24,52091 54,550405 65,3151 64,38844 64,05933 0,46479
120h 0,82111 19,52327 60,85428 63,82308 69,4377 67,57501 0,31582

EINFLUSS DER TAXOL®-KONZENTRATION AUF DIE HAUFIGKEIT AN ZELLEN MIT MICRONUCLEI GEMITTELT UBER ALLE EX-
POSITIONSZEITEN

CLEAR -CA 11
Anzahl der Beobachtungswerte pro Konzentration = 60

o = 0.05; Vertrauensintervall = 0.95; ' - Konfidenzintervall = 5,037036

untere Ver - obere Ver -

trauensgrenze Mittelwert  trauensgrenze
0,001uM -4,52 0,517 5,554
0,01uM 1,496 6,533 11,57
0,1uM 23,313 28,35 33,387
1uM 29,23 34,267 39,304

10uM 4,913 9,95 14,987
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CLEAR -CA 15

Anzahl der Beobachtungswerte pro Konzentration = 60

o = 0.05; Vertrauensintervall = 0.95; ' - Konfidenzintervall = 7,58988

untere Ver - obere Ver -

trauensgrenze Mittelwert ~ trauensgrenze
0,001uM 5,077 12,667 20,257
0,01uM 24,227 31,817 39,407
0,1uM 25,96 33,55 41,14
1uM 28,543 36,133 43,723
10uM 26,827 34,417 42,007
APOPTOSEINDUKTION

EINLUSS DER PACLITAXEL-KONZENTRATION BEI VERSCHIEDENEN EXPOSITIONSZEITEN AUF DIE APOPTOSEFREQUENZ

CLEAR-CA 11
Anzahl der Beobachtungswerte pro Konzentration und Expositionszeit = 10

a = 0,05; Vertrauensintervall = 0,95; Angaben in [%]

Kontrolle 0,001uM 0,01pM 0,1uM
1h 0,10448 0,54896 0,72051 0,50324
3h 0,26794 0,51317 0,80045 0,51252
24h 0,35756 0,68376 0,75177 0,4145
72h 0,09174 0,03861 0,13791 0,5664
96h 0,10568 0,75322 0,67785 2,24428
120h 0,11579 0,51865 1,87757 1,7468

CLEAR-CA 15
Anzahl der Beobachtungswerte pro Konzentration und Expositionszeit = 10

a = 0,05; Vertrauensintervall = 0,95; Angaben in [%]

Kontrolle 0,001uM 0,01pM 0,1uM
1h 0,36186 0,35255 0,55239 0,64096
3h 0,98596 1,01805 1,01319 2,38333
24h 1,1455 1,06448 1,22033 0,97708
72h 1,63712 1,16298 2,60329 1,16999
96h 0,39752 1,51381 4,74821 4,08031

120h 0,61482 0,62925 5,02571 9,23441

1uM
0,65145
0,84505
0,50301
1,07566
2,23288
3,58245

1uM
0,81733
1,24087
0,50621
1,51596
4,14697
5,65894

10pM
0,60851
0,63528
1,28837
1,19842
2,42017
3,76981

10pM
1,92542
1,50691
0,91649
1,57726
4,18034
9,405815

Y5-Konfidenz
0,070052
0,0830679
0,0781185
0,0659545
0,1058168
0,0873541

Y5-Konfidenz
0,08044
0,21201
0,10289
0,13265
0,11577
0,15762
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EINFLUSS DER PACLITAXEL-KONZENTRATION AUF DIE APOPTOSEFREQUENZ GEMITTELT UBER ALLE
EXPOSITIONSZEITEN

CLEAR -CA 11

Anzahl der Beobachtungswerte pro Konzentration

o = 0.05; Vertrauensintervall = 0.95; ' - Konfidenzintervall = 0,420647

0,001pM
0,01uM
0,1uM
1uM
10pM

CLEAR -CA 15

untere Ver -
trauensgrenze
0,5627
1,046
1,096
1,896
1,8127

Mittelwert
0,9833
1,4667
1,5167
2,3167
2,2333

Anzahl der Beobachtungswerte pro Konzentration

o = 0.05; Vertrauensintervall = 0.95; ' - Konfidenzintervall = 0,655885

0,001pM
0,01uM
0,1uM
1uM
10pM

untere Ver -

trauensgrenze
0,6274
2,2441
2,5274
1,8774
2,7441

Mittelwert
1,2833
2,9
3,1833
2,5333
34

= 60

obere Ver -
trauensgrenze
1,404
1,8873
1,9373
2,7373
2,654
60

obere Ver -

trauensgrenze
1,9392
3,5559
3,8392
3,1892
4,0559

EINLUSS DER TAXOL®-KONZENTRATION BEI VERSCHIEDENEN EXPOSITIONSZEITEN AUF DIE APOPTOSEFREQUENZ

CLEAR-CA 11

Anzahl der Beobachtungswerte pro Konzentration und Expositionszeit = 10

a = 0,05; Vertrauensintervall = 0,95; Angaben in [%]

1h
3h
24h
72h
96h
120h

Kontrolle
0,10448
0,26794
0,35756
0,09174
0,10568
0,11579

0,001uM
0,23527
0,35388
0,55862
0,48121
0,18216
0,40316

0,01uM
0,42703
0,78521
0,69148
2,16438
1,10018

1,2709

0,1uM
0,63283
0,54007
0,27926
2,1755
1,5025
2,5356

1uM
0,50598
0,33769
0,37428
1,270595
1,93168
2,95044

10uM
0,44701
0,34856
0,60787
1,43393
1,69218
1,41259

Y2-Konfidenz
0,0607638
0,0905713
0,0631947
0,1030402
0,0873541

0,075786
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CLEAR-CA 15

Anzahl der Beobachtungswerte pro Konzentration und Expositionszeit = 10

a = 0,05; Vertrauensintervall = 0,95; Angaben in [%]

Kontrolle
1h 0,36186
3h 0,98596
24h 1,1455
72h 1,63712
96h 0,39752
120h 0,61482

0,001uM
0,28405
0,37826
0,49951
1,66788
1,26476
0,47854

0,01uM
0,27882
1,98121
0,53543
2,34961
3,45307
5,25717

0,1uM
0,16418
1,45145
1,00265
1,21805
6,25564
5,5564

1uM
0,96687
1,30518
0,8534
1,96896
3,24168
5,65645

10pM
1,46944
0,73062
0,93251
1,76791
3,80293
5,93217

Y5-Konfidenz
0,08352
0,10965
0,10216
0,15794
0,16359
0,11016

EINFLUSS DER TAXOL®-KONZENTRATION AUF DIE APOPTOSEFREQUENZ GEMITTELT UBER ALLE EXPOSITIONSZEITEN

CLEAR-CA 11

Anzahl der Beobachtungswerte pro Konzentration = 60

a = 0.05; Vertrauensintervall = 0.95; % - Konfidenzintervall = 0,359181

untere Ver -
trauensgrenze
0,001uM 0,3575
0,01uM 1,2408
0,1uM 1,4408
1uM 1,2908
10uM 1,3742

CLEAR-CA 15

Mittelwert
0,7167
1,6
1,8
1,65
1,7333

Anzahl der Beobachtungswerte pro Konzentration

a = 0.05; Vertrauensintervall = 0.95; % - Konfidenzintervall

untere Ver -

trauensgrenze
0,001uM 0,3661
0,01uM 2,0495
0,1uM 2,1495
1uM 1,9995

10uM 2,0995

Mittelwert
0,9333
2,6167
2,7167
2,5667
2,6667

obere Ver -

trauensgrenze

1,0758
1,9592
2,1592
2,0092
2,0925

= 60

obere Ver -

trauensgrenze

1,5005
3,1839
3,2839
3,1339
3,2339

= 0,567192
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KORRELTATION WACHSTUMSINHIBITION UNTER PACLITAXEL - BUNDELINDUKTION

CLEAR -CA 11 CLEAR-CA 15
Regressionsgerade : y = 2,6241x - 1,7849; Regressionsgerade : y = 1,0005 x - 1,4688;
Bestimmtheitsmal = 0,8702 Bestimmtheitsmall = 0,1401
Korrelationskoeffizient nach Pearson : 0,933 Korrelationskoeffizient nach Pearson : 0,374
Biindel Inhibition Bulindel Inhibition
0 0 0 0
0 -1,3 0 -0,4
0 -8,7 0 53
0 0 0 0
0,89656 -3,5 0,69141 -1,4
1,98136 -1 6,70941 3,5
0 0 0 0
0,91353 0,5 0 -6,9
9,37372 2,4 2,90908 -8,3
0 0 0 0
2,12529 7,8 0 -6,1
20,87722 36,1 3,38133 -0,1
0 0 0 0
1,65082 8,5 0,18256 -7,5
23,23224 63,6 3,86317 2,1
0 0 0 0
1,70913 12,6 0 -0,5
24,13665 78,9 3,78998 15,4

KORRELTATION WACHSTUMSINHIBITION UNTER TAXOL® - BUNDELINDUKTION

CLEAR -CA 11 CLEAR-CA 15
Regressionsgerade : y = 1,3706 x - 3,0276; Regressionsgerade : y =-0,3588x - 0,8863;
Bestimmtheitsmall = 0,6486 Bestimmtheitsmall = 0,0266
Korrelationskoeffizient nach Pearson : 0,805 Korrelationskoeffizient nach Pearson : -0,163
Bundel Inhibition Biindel Inhibition
0 0 0 0
0 -8,5 0,17998 1,5
0 1,31 0 3,2
0 0 0 0
1,98136 -1 1,0143 0,6
4,9124 4,8 8,40893 3,6
0 0 0 0
1,97656 1,9 5,47301 -11,2
18,50249 1,9 7,09267 -8,8
0 0 0 0
4,63286 25,2 0,23587 -7,9
27,85389 28,3 4,10711 -12,5
0 0 0 0
3,00882 45,9 0,27764 -3,7
41,4435 58,6 2,48677 -9,3
0 0 0 0
9,9 36,2 0,28162 4,1

41,93718 73,9 5,4095 11,9
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KORRELATION ZWISCHEN WACHSTUMSINHIBITION UNTER PACLITAXEL = KORRELATION ZWISCHEN WACHSTUMSINHIBITION UNTER TAXOL®

UND DER APOPTOSEFREQUENZ UND DER APOPTOSEFREQUENZ

CLEAR-CA 11 CLEAR-CA 15 CLEAR-CA 11 CLEAR-CA 15

Regressionsgerade : y = 18,653x - 0,6644; Regressionsgerade : y =2,0923 x - 3,7774; Regressionsgerade : y =26,942x - 3,7092; Regressionsgerade : y =1,9283x - 2,3579;

Bestimmtheitsmall = 0,4646 Bestimmtheitsmafl = 0,4308 Bestimmtheitsmafl = 0,5766 Bestimmtheitsmall = 0,0862

Korrelationskoeffizient nach Pearson : 0,682 Korrelationskoeffizient nach Pearson : 0,656 Korrelationskoeffizient nach Pearson : 0,759 Korrelationskoeffizient nach Pearson : 0,294

Apoptose [%]  Inhibition [%] Apoptose [%]  Inhibition [%] Apoptose [%]  Inhibition [%] Apoptose [%]  Inhibition [%]
0,10449 0 0,36186 0 0,10449 0 0,36186 0
0,49904 -1.3 0,35255 -0,4 0,23527 -85 0,28404 1,5
0,7205 -5,7 0,55238 1,4 0,42703 -7.8 0,27882 47
0,50524 -7.4 0,64095 3,28 0,63283 -6,5 0,16418 2
0,72383 -8,7 0,81732 53 0,50599 1,31 0,96686 3,2
0,60852 -11,7 3,54704 -0,007 0,47701 47,9 1,46944 39,4
0,26794 0 1,47733 0 0,26794 0 1,47733 0
0,46317 -3,5 1,01805 -1,4 0,35389 -1,9 0,37826 0,6
0,80045 -2,01 1,08352 0,25 0,78522 -2,7 1,98403 1.1
0,61252 -3,1 1,41558 2,1 0,54007 -1,9 1,45145 2,5
0,84505 -1 1,24088 3,5 0,33768 4.8 1,30517 3,6
0,63527 -2,3 1,50691 2,64 0,34855 55,5 0,7306 27,3
0,35756 0 1,14549 0 0,35756 0 1,14549 0
0,68577 0,5 1,06447 -6,9 0,55862 1,9 0,49953 -11,2
0,74178 1,6 1,22031 -7.6 0,69146 15 0,53543 -11,9
0,4145 2,9 0,97707 -85 0,27929 1.2 1,00265 -9,9
0,48338 24 0,5062 -8,3 0,37428 1.9 0,8734 -8,8
1,1333 -4,8 0,91647 -2,5 0,60787 12 0,9325 -3,2
0,09174 0 1,73711 0 0,09174 0 1,73711 0
0,03861 7.8 1,16297 -6,1 0,48121 25,2 1,66787 -7,9
0,13791 23,8 2,6033 -8,1 2,16437 30,4 2,34961 -6
0,54107 30,4 1,16999 -5,4 2,17559 33,2 1,37678 -6,1
1,07566 36,1 1,51595 -0,1 1,27058 28,3 1,96895 -12,5
1,18459 24,1 1,57726 7,57 1,43392 8,6 1,768 -16,9
0,75322 0 0,39752 0 0,75322 0 0,39752 0
0,67784 8,5 1,51381 -75 1,10018 45,9 1,26475 -3,7
2,07605 37,6 4,54822 -5,1 1,50249 56,6 3,45307 -5,3
2,23287 59,8 4,08029 -0,8 1,93167 60,6 6,25563 -2,6
4,20233 63,6 4,14695 2,1 1,76068 58,6 3,24168 -9,3
0,18215 58,3 4,48032 14,6 1,47022 37,6 3,80293 8,1
0,11579 0 0,61482 0 0,11579 0 0,61482 0
0,51865 12,6 0,62925 -0,5 1,27089 36,2 0,59903 4.1
1,6482 60,3 5,02569 57 2,28513 62,9 5,25802 8,2
3,55042 73,7 9,23443 8,6 2,95043 74,7 5,72589 15,3
3,76982 78,9 5,65892 15,4 1,41259 73,9 5,65644 11,9

0,40316 752 9,40581 26,8 2,30448 60,8 5,93217 29,8
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EINFLUSS VON CREMOPHOR® EL AUF DIE ZELLZYKLUSVERTEILUNG

PHASENAUFTEILUNG IM ZELLZYKLUS NACH 72 STUNDEN

CLEAR-CA 11
KONTROLLE
G1/G0 S G2/M
gated % 49,44 33,1 15,61
mean X 53,62 80,12 103,93
y 20,17 79,96 24,79
peak X 55 62 110
y 0 91 0
SD X 4,91 18,54 9,45
y 14,54 14,05 16,52
CV % X 8,83 23,15 9,09
y 72,08 17,57 66,62

CREMOPHOR® EL / ETHANOL ¢ min=7,5x10-5mg/ ml

G1/G0 S G2/M
gated % 41,48 46,63 11,31
mean X 48,7 74,78 93,49
y 45,93 89,16 54,5
peak X 49 54 97
y 0 91 0
SD X 4,75 19,52 6,53
y 17,49 11,72 16,52
CV % X 9,74 26,11 6,99
y 38,07 13,14 30,32

CREMOPHOR® EL / ETHANOL ¢ max=7,5x10-1 mg/ ml

G1/G0 S G2/M
gated % 57,46 32,46 11,08
mean X 45,19 67,07 86,83
y 23,76 72,95 29,08
peak X 46 49 90
y 0 77 0
SD X 4,82 17,72 6,03
y 15,18 12,62 16,7
CV % X 10,67 26,43 6,94
y 63,89 17,3 57,42
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ZELLZYKLUSVERTEILUNG NACH 120 STUNDEN

CLEAR-CA 11
KONTROLLE

gated %

mean

peak

SD

CV %

CREMOPHOR® EL / ETHANOL

gated %

mean

peak

SD

CV %

CREMOPHOR® EL / ETHANOL

gated %

mean

peak

SD

CV %

G1/G0 S

54,12 36,13
X 4514 66,22
y 23,19 75,29
X 46 48
y 0 85
X 3,61 17,69
y 15,27 13,44
X 8 26,71
y 65,86 17,85

cmin=7,5x10-5mg/ ml

G1/G0 s
54,55 39,03
X 39,55 59,02
y 29,88 71,77
x 39 41
y 0 56
X 3,73 16,55
y 13,71 12,73
X 9,43 28,03
y 45,9 17,74

cmax=7,5x10-1 mg/ ml

G1/G0 S

41,73 46,58

X 44,28 70,32

y 43,52 79,67
X 45 50
y 0 79

X 3,96 17,69

y 17,15 9,57

X 8,94 25,15

y 39,4 12,01

G2/M
10,27
87,26
28,52

91

6,26
16,99
7,18
58,88

G2/M
7,6
76,74
36,62
76

5,85
14,26
7,62
38,96

G2/M
13,29
82,47
42,45

84

6,66
22,19
8,07
52,28
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