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EINLEITUNG

1 Einleitung

1.1 Das Nierenzellkarzinom

Epidemiologie. Das Nierenzellkarzinom (human renal cell carcinoma,
hRCC) hat eine Inzidenz von 6 bis 10 pro 100.000 Einwohnern und macht
2-3 Prozent aller bosartigen Tumoren beim Menschen aus. Etwa 85 Pro-
zent aller bosartigen Nierentumoren entfallen auf das Nierenzellkarzinom
(Walker et al., 1998). Der Haufigkeitsgipfel der Erkrankung liegt jenseits
des 50. Lebensjahres, wobei etwa doppelt so viele Manner wie Frauen
betroffen sind. Eine familiare Haufung zeigt sich bei reziproker Trans-
lokation der Chromosomen 3 und 8 ((3:8),(21:9q24)); haufiger ist jedoch
das sporadische, nicht-familiare Auftreten.

Atiologie. Die eigentlichen Ursachen des Nierenzellkarzinoms sind unbe-
kannt. Als karzinogene Faktoren werden Nikotinabusus (McCredie et al.,
1992), Obesitas, Kaffeegenuld, Phenacetinabusus und auch Virusinfektio-
nen der Niere diskutiert (Classen et al., 1993) und unterschiedlich bewertet
(Wolk et al., 1996 a/b). Relativ einheitlich weisen Studien auf einen pro-
tektiven Effekt von grinem Gemduse hin; erndhrungsbedingt aufgenom-
mene Nitrosamine und ihre Vorstufen scheinen fur das Auftreten von
hRCC keine Rolle zu spielen (Yuan et al., 1998). In internationalen Multi-
centerstudien ist das gehaufte Vorkommen von Nierenzellkarzinomen mit
einer Beschaftigung in der Hochofen-Industrie sowie der eisen- und stahl-
verarbeitenden Industrie vergesellschaftet. Auch Asbestexposition geht
mit einem erhdhten Risiko fur hRCC einher (Mandel et al., 1995; McCredie
etal., 1993).

Klinik. Das Nierenzellkarzinom neigt relativ fruih zum Einbruch in die Nie-
renvene per continuitatem und damit zur hamatogenen Metastasierung in
Lunge, Leber, Knochen und Gehirn sowie in die kontralaterale Niere. Zum

Zeitpunkt der Diagnose weisen bereits mindestens 25 Prozent der Patien-
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ten hamatogene Fernmetastasen auf, wobei die metastatische Tumoraus-
saat mit der TumorgroRe des Primarius korreliert: Bei Tumoren von 3-6
Zentimetern Durchmesser werden Metastasen in 10 Prozent, bei Tumoren
uber 10 Zentimetern Durchmesser in 80 Prozent aller Falle beobachtet.
Da Nierenzellkarzinome in den meisten Fallen entweder vollig symptomlos
bleiben oder symptomarm sind, ist die Diagnose haufig ein Zufallsbefund

der Routinesonographie (Ou et al., 1998).

Einteilung nach TNM-System.

T1 < 7cm, begrenzt auf die Niere
T2 > 7cm, begrenzt auf die Niere
T3a Invasion in NNR oder perirenales Gewebe innerhalb der

Gerota-Faszie

T3b - in Nierenvene oder V. cava unterhalb des Zwerchfells
T3c - in V. cava oberhalb des Zwerchfells

T4 - jenseits der Gerota-Faszie

N1 Solitdre Lymphknotenmetastase

N2 mehr als eine regionare Lymphknotenmetastase

(aus: Onkologie 1998/99 Empfehlungen zu Therapie, Onkologische Arbeitsgemeinschaft
Saar-Pfalz-Mosel-E.V.)

Therapie. FUr die kurative Therapie ist die radikale Tumornephrektomie
und Lymphadenektomie im Stadium My (Motzer et al., 1997) die Therapie
der Wahl (Novick et al., 1992). Die radikale Nephrektomie sollte auch bei
Tumorbefall von Rest- oder Einzelnieren zugunsten der kurativen Ziel-
setzung erfolgen. Inwieweit die partielle Nephrektomie unter geeigneten
Voraussetzungen einem kurativen Ansatz genugen kann, ist zum gegen-
wartigen Zeitpunkt noch Gegenstand klinischer Follow-up-Studien (Buizza
et al., 1997); das Risiko von Lokalrezidiven scheint jedoch hoher zu sein

als bei der radikalen Tumornephrektomie.
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Eine chirurgische Intervention ist beim metastasierten Nierenzellkarzinom
bestenfalls palliativ sinnvoll; bei Ti.3-Tumoren ohne Fernmetastasierung
kommen die En-bloc-Entfernung von Tumor und Niere mit perirenaler Fett-
kapsel, der Nebenniere, dem Harnleiter und der Spermatika- bzw. Ovari-
kagefalle mit regionarer paraaortaler bzw. parakavaler Lymphadenekto-
mie und eventueller Freiraumung von Tumorzapfen aus der Vena cava
(ggf. Kavamanschettenresektion) zum Einsatz. Zudem scheint die opera-
tive Entfernung solitarer Fernmetastasen gerechtfertigt (Kavolius et al.,
1998; Langer et al., 1997). Bei T4-Tumoren kommt die Embolisation des
Tumors mit einem Gewebekleber Uber die A. renalis als palliativer Eingriff
in Betracht.

Menschliche Nierenzellkarzinome sind sowohl strahlen- als auch nahezu
chemotherapieresistent (Aref et al., 1997; Motzer et al., 1997). Fur das
metastasierte Nierenzellkarzinom existiert zum gegenwartigen Zeitpunkt
kein etabliertes oder standardisiertes Therapieschema. Die Gabe von An-
drogenen oder Progesteron zeigte nur geringe Erfolge und ist heutzutage
von untergeordneter Bedeutung. Unter Interferontherapie sind vereinzelt
Remissionen von 6 Monaten und mehr beobachtet worden (Aulitzky et al.,
1989). In den letzten 10 Jahren hat sich die Immuntherapie zur
Behandlung des metastasierten Nierenzellkarzinoms zunehmend etabliert.
Die Zytokine Interleukin-2 und Interferon-a. haben als Einzelsubstanzen
die groten Effekte fur die Therapie von Patienten mit metastasiertem
Nierenzellkarzinom gezeigt. Zunehmend wird auch die Behandlung des
metastasierten Nierenzellkarzinoms mit hRCC-affinen Radiopharmaka
erprobt (Shukla et al., 1997).

Prognose. Die durchschnittliche Uberlebensdauer nach Diagnose betragt
in Abhangigkeit von Tumorgrad und Staging weniger als funf Jahre, nach
erfolgter Metastasierung etwa ein Jahr; die 5-Jahres-Uberlebensrate
schwankt in Abhangigkeit vom Tumorstadium zwischen 80 Prozent im

Stadium | und weniger als funf Prozent im Stadium IV. Hochdifferenzierte
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Karzinome scheinen, auch mit Metastasierung, eine gunstigere Prognose

zu haben als niedrig differenzierte.

Einteilung und Wachstum. Zytogenetisch unterscheidet man papillare Tu-
moren, die etwa 10% aller menschlichen Nierenzellkarzinome ausmachen,
von nicht-papillaren Formen. Histologisch unterscheidet man einen klar-
zelligen Typ (80%) mit meist solidem Wachstum, einen chromophilen Typ
(10%) mit haufig papillarer Struktur und einen chromophoben Typ (5%) mit

bevorzugt solidem Wachstumsmuster sowie weitere, seltenere Typen.

1.2 Fragestellung der vorliegenden Arbeit

Viele maligne Tumoren weisen eine Uberexpression des zellmembran-
standigen epidermalen Wachstumsfaktorrezeptors EGF-R, wie auch sei-
ner Verwandten ERBB-2, -3 und -4 auf. FUr menschliche Nierenzell-
karzinome belegen zahlreiche Studien ebenfalls diese Uberexpression
einheitlich fur EGF-R und teilweise auch fur ERBB-2. Die Membran-
standigkeit dieser Rezeptoren macht sie zu einem potentiellen Angriffs-
punkt fur rezeptorbindende Chemotherapeutika. Ein Therapieansatz ist
hierbei die Proliferationshemmung maligner Zellen durch sogenannte re-
kombinante Toxine, die die Fahigkeit besitzen, sich Uber eine Bindungs-
domane an die extrazellularen Domanen der Zellmembranrezeptoren ma-
ligner Zellen zu binden. Nach Internalisation der rekombinanten Toxine

wird die Tumorzelle von der toxischen Komponente vernichtet.

In Anbetracht der schlechten chirurgischen Therapiemaoglichkeit metasta-
sierter Nierenzellkarzinome, ihrer hohen Strahlenresistenz und bisher nur
minimaler Erfolge in der konventionellen Chemotherapie sollte mit der vor-
liegenden Arbeit in in-vitro-Versuchen die Sensibilitdt menschlicher Nie-
renkarzinomzellinien gegenuber drei neuen rekombinanten Toxinen Uber-
pruft werden. Dabei wurde auch die Art des Zellunterganges, die durch die

rekombinanten Toxine hervorgerufen wird, untersucht.
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Es wurden dafir

e in-vitro-Expositionsversuche von 21 menschlichen Nierenzell-
karzinomlinien gegeniiber den drei rekombinanten Toxinen scFv-
(FRP5)-ETA, scFv(225)-ETA sowie TGF-a-ETA in jeweils zwei unter-
schiedlichen Konzentrationen durchgefiihrt; dabei wurde die
Wachstumshemmung Toxin-exponierter Zellen in einem standardi-
sierten Zellproliferationsassay (MTT-Test) bestimmt und ausgewer-
tet;

e je eine ausgewadhlte menschliche Nierenzellkarzinomzellinie
vom klarzelligen, chromophilen und chromophoben Typ mit Hama-
toxylin-Eosin gefarbt und lichtmikroskopisch betrachtet. Die Art
des Zelltodes wurde untersucht, Apoptosen und Mitosen wurden
ausgezahlt, statistisch ausgewertet und mit den anderen Testver-

fahren verglichen;

e Dbei je einer ausgewahlten menschlichen Nierenzellkarzinomzell-
linie vom klarzelligen, chromophilen und chromophoben Typ die
Apoptosehaufigkeiten nach Toxinexposition mittels ,,Cell death
detection-ELISA®* bestimmt;

e ERBB-2-Rezeptorstatus ausgewahliter Nierenzellkarzinomlinien

mittels Westernblot-Analyse bestimmt.

10
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2 Wachstumsfaktorrezeptoren und ihre Liganden

2.1 Wachstumsfaktoren

Wachstumsfaktoren bilden eine eine heterogene Gruppe von Polypep-
tiden, die zellulare Prozesse wie Proliferation, Differenzierung und Angio-
genese vermitteln (Wahl et al., 1987a). Man bezeichnet sie deshalb auch
als mitogene Polypeptide. Durch die Bindung an spezifische membran-
standige Glykoproteinrezeptoren tragen sie Informationen an die Zelle
heran und vermitteln die Zellantwort, haufig Uber rezeptoreigene Tyrosin-
kinase-Aktivierung mit Phosphorylierung des Rezeptors und Induktion
einer intrazellularen Signalkaskade mit Internalisierung des Rezeptor-
Ligand-Komplexes. Viele dieser Signalwege aktivieren letztendlich
Transkriptionsfaktoren der Zelle und fihren damit zu einer Veranderung
ihrer Genexpression.

In vielen Tumoren beobachtet man eine Uberexpression von Wachstums-
faktoren, die sich in einem unangemessenen und ungeregelten Wachstum
des tumordsen Gewebes sowie benachbarter nicht-tumordser Zellen ma-
nifestieren kann und mdglicherweise eine bedeutende Rolle in der neo-
plastischen Transformation von Zellen spielt (Lyons et al., 1990). Hierbei
konnen Zellen Uber einen autokrinen Mechanismus auf eigens von ihnen
produzierte und sezernierte Wachstumsfaktoren reagieren oder auf para-
krinem bzw. juxtakrinem Weg auf Wirkstoffe reagieren, die von Zellen aus
unmittelbarer Nachbarschaft sezerniert worden sind. Bereits im Jahre
1989 wurde auf einen moglichen ,autocrine-loop“-Mechanismus zwischen
TGF-a und dem EGF-Rezeptor hingewiesen (Mydlo et al., 1989).

2.1.1 Epidermaler Wachstumsfaktor (EGF)

EGF ist ein Polypeptid geringen Molekulargewichtes, welches im mensch-

lichen Genom auf Chromosom 4 kodiert wird. Es ist naturlicher Ligand fur

11
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den EGF-Rezeptor und beeinflult das epitheliale Zellwachstum und die
epitheliale Differenzierung.

In den letzten Jahren sind mehrere Mitglieder der Familie sogenannter
,EGF-ahnlicher Molekulle® identifiziert worden, die alle die Fahigkeit haben,
mit dem EGF-Rezeptor zu interagieren, mitogene Aktivitat besitzen und
untereinander Sequenzhomologien aufweisen. Zu dieser Famile gehoren
neben EGF und TGF-a (transforming growth factor alpha) auch Amphi-
regulin (Plowman et al., 1990), ,Vaccinia-virus-growth-factor®, ,Heparin-
binding EGF-like growth factor”, Betacellulin und Epiregulin (Riese et al.,
1998). Wahrend in Modellsystemen die erstgenannten Faktoren sehr ahn-
liche Muster der Zellantwort induzieren, bilden Betacellulin sowie die wei-
ter unten angesprochenen Neureguline funktionell ein sehr heterogenes
Subsystem (Riese et al., 1996a). Neureguline bilden die naturlichen Li-
ganden fur die EGF-R-Subtypen erbB-3 und erbB-4. Fir ERBB-2 scheint
bisher noch kein physiologischer Ligand gefunden worden zu sein (Gullick
et al., 1998; Gulliford et al., 1997).

21.2 TGF-a

TGF-a ist ein 5500 Da grofRRes Polypeptid mit sowohl struktureller als auch
funktioneller Verwandschaft zu EGF. Als Mitglied der Familie EGF-ahn-
licher Molekule vermittelt es seine Wirkung ebenfalls Uber den EGF-Re-
zeptor. Es wird auf dem Chromosom 2 codiert.

Nach Rezeptorbindung kommt es zu einer Autophosphorylierung der
intrazellularen Tyrosinkinase des EGF-Rezeptors. Am Ende steht die
Aktivierung von ,Mitose-aktivierenden-Proteinkinasen® (MAPK), die Uber
die Phosphorylierung von weiteren Proteinen Transkriptionsfaktoren kon-
trollieren und zu einer Veranderung der Genexpression der Zelle flihren.
TGF-a scheint nach Aufnahme in die Zelle sehr schnell in den Endosomen
degradiert zu werden, moglicherweise um die schnelle Ruckkehr des Re-

zeptors an die Zelloberflache zu ermdglichen. Im Gegensatz dazu wird

12
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EGF primar in den spaten Lysosomen degradiert, so dall EGF gegentber
TGF-a verlangert intrazellular resident ist. Mdglicherweise spielen diese
beiden Vorgange eine zentrale Rolle in der unterschiedlichen Aktivitat der
beiden Wachstumsfaktoren (Hamel et al., 1997).

Fir verschiedene Zellinien ist eine Uberexpression von TGF-a. beschrie-
ben worden. Mydlo et al. beobachteten die Expression von TGF-a-mRNA
in malignen Nierentumoren, nicht jedoch in den korrespondierenden nicht-
neoplastischen Geweben (Mydlo et al., 1989). Fur Nierenzellkarzinome ist
aulRerdem die Zunahme sowohl von EGF-R-mRNA als auch von TGF-a-
MRNA nach Stimulation mit TGF-a beschrieben. Dieser ,autocrine-loop®
kann in vitro mit EGF-Rezeptor-Antikdrpern durchbrochen werden (Atlas et
al., 1992). Fur die exogene Applikation von TGF-a in Nierenzellkarzinom-
zellkulturen sind sowohl eine Wachstumsstimulation als auch -inhibition
beschrieben (Ramp et al., 1997), so dall TGF-a einen héchst komplizier-
ten und heterogenen, modifizierenden Effekt auf das Zellwachstum zu ha-

ben scheint.

2.2 Wachstumsfaktorrezeptoren — Die EGF-Rezeptor-Familie

Allgemeines. Der EGF-Rezeptor ist der Prototyp flir eine Familie struktur-
ahnlicher Proteine, sogenannte Klasse-I-Rezeptoren, welche alle die Proli-
feration und Differenzierung normaler und tumordser Gewebe vermitteln
(Ullrich et al., 1990). Vier Mitglieder dieser Famile sind bekannt: erbB-1 /
EGF-Rezeptor, ERBB-2 / HER-2 / neu-Rezeptor sowie erbB-3- und erbB-
4-Rezeptor (Peles et al., 1993a).

Typ-I-Rezeptor-Tyrosinkinasen der erbB- bzw. EGF-Rezeptorfamilie spiel-
en eine bedeutende Rolle in der Entwicklung von menschlichen Tumoren.
Unterschiedliche Studien haben eine Korrelation zwischen Uberexpres-
sion von Onkogenen und dem biologischen Verhalten von Tumoren und

damit verbunden mit der klinischen Prognose dieser Tumoren aufgezeigt.

13
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2.2.1 EGF-Rezeptor (Epidermal-growth-factor-receptor)

Der Epidermale-Wachstumsfaktor-Rezeptor (EGF-R) ist ein aus 1186
Aminosauren bestehendes, 170 kDa grof3es transmembrandses Glyko-
protein, welches an der Antwort der Zellen auf mitogene Polypeptide der
EGF-Famile, wie EGF, TGF-a, Amphiregulin (Carpenter et al., 1987) u.a.
beteiligt ist und dadurch bedeutenden Einflud auf Differenzierung und
Wachstum der Zelle hat. EGF-R ist in die epitheliale Proliferation im
Wundheilungsprozess, aber auch in die Proliferation maligner Tumorzellen
einbezogen und wird in nahezu allen Geweben des Erwachsenen, mit
Ausnahme der hamatopoetische Zellen, gefunden. EGF-R und ERBB-2
werden beide in normalem Nierengewebe exprimiert (Stumm et al., 1996).
Beim Menschen wird EGF-R von dem c-erbB-1-Gen auf dem Chromosom
7 codiert.

Aufbau. Der EGF-Rezeptor besteht aus einem extrazellularen, einem
membrandsen und einem intrazellularen Anteil (Gadella, Jr. et al., 1995)
und erfullt somit die Kriterien eines transmembrandsen Proteins. Die extra-
zellulare Domane besteht aus 621 Aminosauren und beinhaltet die EGF-
Bindungsstelle zur Interaktion mit seinen Liganden. Ein membranodses
Segment aus 23 hydrophoben Aminosauren mit a-Helix-Struktur verbindet
sie mit der intrazellularen Domane, welche aus 542 Aminosauren besteht
und als funktionelle Einheit eine Tyrosinkinase enthalt, die fir die
Signalweiterleitung durch Autophosphorylierung oder Phosphorylierung
von exogenen Substraten verantwortlich ist. Bei vielen Rezeptor-Ligand-
Komplexen besteht die einzige Funktion des Liganden darin, mit dem
Rezeptor eine Bindung einzugehen und dadurch die Eigenschaften des
Rezeptors zu verandern: Der Rezeptor wird aktiviert oder inhibiert.

Nach Ligandenbindung an den extrazellularen Anteil des EGF-R lassen
sich prinzipiell folgende Vorgange unterscheiden, die teilweise gleichzeitig

ablaufen:

14
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Dimerisierung
Internalisierung des Ligand-Rezeptor-Komplexes

Phosphorylierung des Rezeptors

A LW DN~

Degradation von Ligand und Rezeptor via lysoso-
malem Abbauweg

5. Signaltransduktion

Schicksal des Rezeptors. Die Bindung von EGF an seinen Rezeptor in-
duziert die Dimerisation von zwei EGF-Molekilen entlang der Zellmem-
bran mit folgender Autophosphorylierung durch die Tyrosinkinase und Ak-
tivierung des Rezeptors. Der Ligand-Rezeptor-Komplex wird tber Endo-
zytosemechanismen in Clathrin-assoziierten ,coated-pits“ internalisiert.
Gleichzeitig assoziieren die autophosphorylierten EGF-Rezeptoren mit
pTyr-bindenden Domanen verschiedener intrazellularer Signalproteine

(Wang et al., 1996) und setzen eine intrazellulare Signalkaskade in Gang.

Es gibt Hinweise daflir, dal3 Clathrin-assoziierte Proteinkomplexe und
auch sogenannte Adaptoren (APs) diese Formation von EGF-R in ,coated
pits® vermitteln. Bisher sind zwei Arten von APs bekannt, wobei AP-1 mit
dem Golgi-Apparat und AP-2 mit der Plasmamembran assoziiert zu sein
scheint. Der aktivierte EGF-Rezeptor vergesellschaftet sich selektiv mit
AP-2 an der Plasmamembran (Boll et al., 1995). Letztendlich gelangen die
Rezeptoren in die Lysosomen und werden dort abgebaut. Durch die
Internalisierung wird also gleichzeitig eine graduelle Abnahme der Rezep-
tordichte hervorgerufen, welche ihrerseits die EGF-R Signalantwort ab-
schwacht.

Fir die Vermittlung dieses lysosomalen Abbauweges sind vermutlich zwei
Regionen des EGF-R-Moleklls verantwortlich, AS 1022-1063 und AS
1063-1123. Eine weitere Rolle in der Rekrutierung von aktiviertem EGF-R
in ,coated pits“ scheint auch Eps15, ein Substrat der EGF-
Rezeptortyrosinkinase, zu spielen (van-Delft et al., 1997). Eps15 bindet an

15
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die a-Untereinheit von AP-2 (Benmerah et al., 1995). Die carboxy-
terminale, regulative Domane von EGF-R ist flr die Endozytose und fur
die Interaktion mit dem Clathrin-assoziierten Proteinkomplex AP-2
essentiell. Die hochaffine Bindungsstelle an AP-2 wird an Position Tyr974
von EGF-R vermutet. EGF-Rezeptor-Mutanten, die nicht an AP-2 binden,
weisen bei hoher Expression eine niedrigere Rate an Internalisation,
,Down-Regulation® und Rezeptorumsatz, verglichen mit dem Wildtyp-
Rezeptor, auf. Bei niedriger Expressionsrate wurden sie internalisiert und
herunterreguliert wie Wildtyp-Rezeptoren (Sorkin et al., 1996).

Eine entscheidende Rolle bei der Wachstumsregulation von Tumorzellen
scheint auch der Rezeptorumsatz zu spielen: In Versuchen an der
menschlichen Zellinie A431 war die Umsatzrate von EGF am EGF-Rezep-
tor abhangig von der Wachstumsdichte der Zellkultur. Mit steigender Zell-
dichte nahm die Internalisierungsrate ab; gleichzeitig nahm jedoch die Af-

finitat des einzelnen Rezeptors zu (Sunada et al., 1991).

Signaltransduktion. Fur die Signalweiterleitung uber den EGF-Rezeptor ist
die enzymatische Aktiviat der intrazellularen Tyrosinkinasedomane des
EGF-Rezeptors essentiell: Der durch Liganden aktivierte EGF-Rezeptor
(Dimerisation, s.0.) phosphorylisiert Tyrosinresiduen an seinem C-termina-
len Ende (Li et al., 1991). Diese Phosphorylierungsereignisse setzen eine
intrazellulare Signalkaskade in Gang, welche weitere Ereignisse, wie z.B.
die Transkription von Genen, aktiviert. Fir den EGF-Rezeptor wird nach
Stimulation durch seinen Liganden EGF die Bereitstellung von Inositol-
phosphat als intrazellulares ,Second-messenger‘-Molekll sowie konseku-
tivem Ca?*-Einstrom in die Zelle beschrieben (Li et al., 1991). Am Ende
dieser Signalkaskade steht die DNA-Synthese (Moolenaar et al., 1988).
Maoglicherweise ist an der Induktion der Inositolphosphatmolekule auch
erbB-3 mitbeteiligt, welches in in-vitro Versuchen ebenfalls Antworten auf
Stimulation mit EGF hervorrufen konnte (Soltoff et al., 1994). Die
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Signaltransduktionsproteine interagieren physikalisch via SH-2-Domanen

mit dem autophosphorylisierten Rezeptor (Gadella, Jr. et al., 1995).

Rolle von EGF-R in Tumoren. Zahlreiche Studien weisen auf eine Kor-
relation zwischen Expressionsausmal des EGF-Rezeptors in Karzinomen
unterschiedlicher Organe und deren biologischen und klinischen Verhalten
hin: Eine Uberexpression des EGF-Rezeptors ist in verschiedenen
Karzinomen mit kirzeren Uberlebenszeiten der Patienten assoziiert
(Veale et al., 1993). Die Genamplifikation und Uberexpression des nor-
malen EGF-Rezeptors geht mit hoherer Invasivitat von Harnblasenkarzi-
nomen einher (Neal et al., 1985), in kolorektalen Karzinomen besteht eine
hohe Korrelation zwischen EGF-R-Uberexpression und Metastasierung
(Radinsky et al., 1995). Ferner zeigt sich eine statistisch signifikante Kor-
relation zwischen erhohtem EGF-Rezeptorstatus und héherem Tumor-
grad; im Klinischen Follow-up von Patienten mit Nierenzellkarzinomen
wurde bei Tumoren, die Fernmetastasen aufwiesen, eine hohere EGF-R-
Expression beobachtet als bei nicht-metastasierten Tumoren (Stumm et
al., 1996). Auch beobachtete man eine Assoziation von erhohter EGF-
Rezeptor-Expression und Tumorzellproliferation mit kirzerer Uberlebens-
zeit bei Patienten mit nicht-papillaren pTs-Nierenzellkarzinomen (Moch et
al., 1997).

Die Uberexpression von EGF-R scheint somit mit einer klinisch schlech-
teren Prognose korreliert zu sein. Im Gegensatz dazu konnte in follow-up-
Studien beziiglich der Uberlebenszeit sowie Remissionsdauer bei Patien-
ten mit lokoregionalen Nierenzellkarzinomen keine Abhangigkeit von ei-
nem der untersuchten Wachstumsfaktoren (EGF, TGF-a) oder der Re-
zeptorexpression (EGF-R, ERBB-2), sondern lediglich eine Abhangigkeit
vom Tumorstadium und Malignitatsgrad festgestellt werden. Auch die Ko-
expression der Wachstumsfaktoren wies keine prognostische Relevanz
auf (Hofmockel et al., 1997).
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2.2.2 ERBB-2-Rezeptor

Das menschliche erbB2-Gen codiert das 185 kDa grof3e transmembran-
0se Glykoprotein p185°™" oder auch ERBB-2 (Qian et al., 1994).

p1855RBE-2eU \wurde 1984 urspriinglich als Produkt eines Transformations-
gens von Neuroblastomen bei Ratten entdeckt und wies eine Homologie
mit dem EGF-Rezeptor auf, was die Suche nach einem Liganden, der eine
Autophosporylisierung von p185 stimulierte, entfachte. 1992 berichteten
zwei Forschungsgruppen von einem moglichen Liganden, einem 44 kDa
grolden Protein, genannt Heregulin-a (HRG-a) (Holmes et al., 1992) oder
auch neu differentiation factor (NDF), welcher die Tyrosinphosphorylierung
von p185 in einigen Mammakarzinomen induzierte. Dennoch scheint bis
heute der naturliche Ligand von ERBB-2 noch nicht gefunden worden zu
sein. ERBB-2 wird in normalem Nierengewebe exprimiert (Stumm et al.,

1996).

Vorkommen in Tumoren. 30 bis 40 Prozent aller Brust- und Ovarial-
karzinome weisen eine Uberexpression des HER-2/neu-Onkogens auf
(Brossart et al., 1998). In Mammakarzinomen sind Amplifikation und Uber-
expression von HER-2/neu mit schlechter klinischer Prognose und hoher
Tumoraggressivitat assoziiert (Gullick et al., 1990); ERBB-2-Uberexpres-
sion und schlechte klinische Prognose korrelieren auch in Tumoren des
Ovars (Slamon et al., 1989) und der Lunge (Kern et al., 1990).

2.2.3 Rezeptorinteraktionen durch Heterodimerisierung

Das Vorhandensein von p180°™®® oder p180°™®* ist fiir die Heregulin /
NDF-stimulierte Tyrosinphosphorylierung von p1855RBB2"eU  notwendig
(Carraway Il et al., 1994 a; Carraway et al., 1995 a/b; Chan et al., 1995;
Sliwkowski et al., 1994).
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Homodimerisation. Die Bindung von EGF an seinen Rezeptor fuhrt zu
seiner Dimerisation, d.h. es kommt zu der Kopplung von zwei EGF-Mole-
kilen (Earp et al., 1995; Lemmon et al., 1997) und intrazellularer Aktivie-
rung der Kinasedomane (Groenen et al., 1997; Spivak et al., 1992). Die
Aktivierung der EGF-R-Tyrosinkinase ist eng an die EGF-Rezeptor-
Dimerisation gekoppelt (Spaargaren et al., 1991).

Heterodimerisation. Zusatzlich zur Ausbildung sogenannter Homodimere,
d.h. der Kopplung von zwei gleichen Molekulen, wird die Formierung von
Ligand-induzierten Heterodimeren eines EGF-Rezeptors mit ERBB-2
(Goldman et al., 1990; Wada et al., 1990) oder erbB-3 (Soltoff et al.,
1994), wie auch von ERBB-2 mit erbB-3 oder erbB-4 (Plowman et al.,
1993 a/b; Sliwkowski et al., 1994) beschrieben.

Trotz fehlender melbarer Affinitat von EGF gegenuber dem ERBB-2-Re-
zeptor beobachtet man bei Behandlung von Zellen, welche sowohl EGF-R
als auch ERBB-2-Rezeptoren aufweisen, eine EGF-stimulierte Tyrosin-
phosphorylierung von p185: Dies erklart man durch die o.g. Ligand-indu-
zierte Rezeptorheterodimerisation und gegenseitige Phosphorylierung
(,cross-phoshorylisation”) der Rezeptoren innerhalb eines Heterodimers
(Wada et al., 1990).

AuRerdem kann EGF in hohen Konzentrationen in Abwesenheit von EGF-
R Uber die Koppelung an dem Heterodimer zwischen ERBB-2 und ErbB-3
Zellwachstum und Differenzierung vermitteln (Pinkas et al., 1998), obwohl
EGF Uber die entsprechenden Homodimere weder von ERBB-2 noch
erbB-3 eine Signalweiterleitung vermitteln kann. Fur diese Funktion
scheint die mittlere Funktionsdomane von EGF (,loop B*) verantwortlich zu
sein (Pinkas et al., 1998). Im Gegensatz zu TGF-a kann EGF scheinbar
die Heterodimerisation von aktivietem EGF-R und phosphoryliertem
ERBB-2 induzieren (Gulliford et al., 1997).
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ErbB-2 scheint der bevorzugte Partner flr Heterodimere zu sein (Pinkas et
al., 1998): NDF-aktivierte erbB-3- oder erbB-4-Rezeptoren heterodimeri-
sieren nur mit EGF-R, falls kein ERBB-2 verfugbar ist (Graus et al., 1997).

Der Mechanismus der Heterodimerisation als solcher weist ein komplexes
Zusammenspiel gegenseitiger Wechselwirkungen von Rezeptoren der
erbB-Famile auf; verschiedene Modelle werden dafur diskutiert (Tzahar et
al., 1997). Ein anderes Mitglied der EGF-Famile, Epiregulin, stimuliert z.B.
Homodimere sowohl von EGF-R als auch von erbB-4, aullerdem aktiviert

es alle méglichen Heterodimere aus erbB-Komplexen (Shelly et al., 1998).
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3 Antikorpertoxine

Seit vielen Jahren beschaftigt man sich in der Tumorforschung mit der
Entwicklung zytotoxischer Substanzen, die zwischen gesunden und malig-
nen Zellen unterscheiden und selektiv letztere schadigen und vernichten
kénnen. Diesem Gedanken kam man mit der Entwicklung spezifischer
Antikérper gegen zellmembrangebundene Rezeptoren einen Schritt naher.
Diese Antikorper hatten die Potenz, fir das Zellwachstum wichtige Zell-
membranrezeptoren zu blockieren und dadurch in einigen Fallen das Tu-
morzellwachstum durch kompetitive Verdrangung von Wachstumsfaktoren
an ihren Rezeptoren zu hemmen. Wahrend eine relativ hohe Spezifitat fur
bestimmte Rezeptoren mit der Einfuhrung monoklonaler Antikorper (MAb)
erreicht werden konnte, wurde die erhoffte Selektivitat der Antikdrper
zwischen tumordésem und gesundem Gewebe nicht erreicht. Diese
scheiterte an der Tatsache, dal} bisher keine konstant auftretenden tumor-
zellspezifischen Rezeptoren oder Rezeptormutationen gefunden werden
konnten. AulRerdem exprimieren haufig histologisch gleiche Tumoren un-
terschiedliche Oberflachenrezeptoren und kénnen deshalb von den Anti-
korpern nicht durchgehend erkannt werden.

Unter diesem Aspekt fokussierten sich die Untersuchungen auf quantitati-
ve Unterschiede zwischen gesundem und tumorésem Gewebe in Bezug
auf Rezeptoranzahl, -dichte, Expression von Wachstumsfaktoren uvm..
Sie fanden Konsens in zahlreichen Studien, die eine Uberexpression
besonders von Wachstumsfaktoren und -rezeptoren an der Zelloberflache
maligner Zellen beobachteten und diese als potentielle Ziele fir eine

wachstumshemmende Therapie durch Antikorper ansahen.

Antikérpertoxine. Eine Weiterentwicklung einfacher Rezeptorantikorper
waren sogenannte Antikorpertoxine oder auch Immunotoxine, die sich aus
einem rezeptorbindenden Antikdrper und einem Toxin zusammensetzen.

Die erste Generation dieser Antikdrpertoxine waren einfache Konjugate
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monoklonaler Antikdrper, meistens IgG, mit Toxinen wie Ricin, Diphteria-
toxin oder Pseudomonas-Exotoxin. Spater gelang es, durch limitierte
Proteolyse mittels Pepsin bivalente Fab'2-Fragmente, zusammengehalten
von Disulfidbrickenbindungen, zu konstruieren und diese anschlief3end in
2 Fab mit je einer freien SH-Bindungsstelle zu reduzieren (Brinkmann et
al., 1994).

Inzwischen werden stabile Fv-Fragmente mittels rekombinanter DNA-
Techniken hergestellt: Ein Fv-Fragment ist die kleinste Einheit eines Anti-
korpers, die eine Bindung zu einem spezifischem Antigen vermitteln kann.
Diese Fv-Fragmente konnten nicht durch einfache Proteolyse aus mono-
klonalen Antikorpern gewonnen werden, da sie instabil waren. Durch Re-
kombination war es jedoch madglich, stabile Fv-Fragmente in bakteriellen
Expressionssystemen herzustellen, die durch Linkerpeptide (sc(Fv)) oder
Disulfidbricken (ds(Fv)) stabilisiert werden (Brinkmann et al., 1993, Reiter
et al., 1994 a-d; 1995, 1996). Diese stabilen Fv-Fragmente wurden an
ihrem freien Ende an bakterielle Toxine wie Ricin, Pseudomonas-Exo-
toxin-A oder Diptheria-Toxin gekoppelt; es entstanden sogenannte Anti-
korpertoxine mit zwei wesentlichen Funktionseinheiten: einer rezeptorbin-

denden und einer toxischen Domane (Hertler et al., 1989).

3.1 Pseudomonas aeruginosa Exotoxin A

Das ubiquitar vorkommende gramnegative aerobe Stabchenbakterium
Pseudomonas aeruginosa bildet neben seinen Endotoxinen das Exotoxin
A (ETA). Beim Menschen verursacht es u.a. eine Sepsis und eine Pneu-

monie.

Toxizitat. Bei in-vitro-Versuchen an menschlichen Monoblastenzellinien
fuhrte ETA zu morphologischen Apoptosecharakteristika und schlief3lich
zum Zelltod (Kochi et al., 1993). An verschiedene menschliche Interleu-
kine (IL-4, IL-13) gekoppeltes Pseudomonas-Exotoxin war fur einige

menschliche Nierenzellkarzinomlinien stark zytotoxisch (Puri et al., 1994;

22



ANTIKORPERTOXINE

Puri et al., 1996). Auch Mizutani et al. beobachteten eine Sensitivitat von
RCC-Linien gegenuber ETA (Mizutani et al., 1994). Die intraperitoneale
Injektion von Pseudomonas aeruginosa fuhrte bei Mausen Uber den Weg

der Apoptose zu einer Thymusatrophie (Wang et al., 1994).

Aufbau und Funktionseinheiten. Pseudomonas-aeruginosa-Exotoxin-A
(ETA) setzt sich aus drei Domanen unterschiedlicher Funktion zusammen,
wobei die Domane | am NHs;-Ende des ETA-Gens flur die Bindung an den
az-Makroglobulin-Rezeptor verantwortlich (Mucci et al., 1995) und flr
seine enzymatische Aktivitat nicht notwendig ist (Siegall et al., 1989a); die
Domane |l realisiert die Translokation in das Zellzytosol. Die eigentliche
enzymatische Aktivitat geht von Domane Ill aus, die den Transfer einer
ADP-Ribosegruppe von NAD+ als Donor auf einen modifizierten Histidin-
rest (Diphthamid) des Elongationfaktor-2 (EF-2) katalysiert (Li et al., 1995).
Die ADP-Ribosylierung von EF-2 fuhrt letztendlich zu einer Inhibition der

Zellproteinsynthese und schlie3lich zum Zelltod.

Eine Substitution der Domane | durch bestimmte Liganden kann dazu be-
nutzt werden, andere Zellmembranrezeptoren zu erkennen und an diese
zu binden. Fur die Konstruktion der im folgenden vorgestellten rekombi-
nanten Toxine durch Herrn Dr. Wells aus Freiburg wurde diese Domane |
aus ETA deletiert.

3.2 scFv(FRP5)-ETA

Bindungsdoméne. Mittels rekombinanter DNA-Techniken war es moglich,
ein Gen zu klonen und zu exprimieren, welches die scFv-Domane des
ERBB-2 spezifischen monoklonalen Antikorpers FRPS kodiert (Harwerth
etal., 1992).

Toxische Doméne. Mit dem Ziel, ein zytotoxisches Agens herzustellen,
wurde diese scFv-kodierende Sequenz an ein um seine Bindungsdomane

| geklrztes ETA-Gen gekoppelt, welches noch die Translokationsdomane
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Il und die ADP-ribosylierende Domane Ill kodiert (Aminosauren 252 bis
613 des Wildtyp-ETA). Das fusionierte Gen wurde in den Expressions-
vektor pFLAG-1 3' eines ompA Signalpeptides eingesetzt. Es resultierte
das Plasmid pWW215-5,scFv(FRP5)-ETA, welches unter der Kontrolle
eines IPTG induzierbaren tac-Promotors in einem E.-coli-Stamm expri-
miert wurde. Die GroRRe des exprimierten scFv(FRPS5)-ETA Proteins be-
tragt M, 66.000 (Wels et al., 1992 a).

Affinitat. Die Bindungsaffinitaten sowohl von scFv(FRP5) als auch von
scFv(FRPS)-ETA sind bis zu 8 mal niedriger als die des monoklonalen
Antikdrpers MAb FRP5, was daflr spricht, daf® nicht das ETA, sondern die
scFv(FRP5)-Domane selbst fur die Affinitatsverminderung verantwortlich

ist.

Spezifitdt. scFv(FRP5)-ETA hemmte selektiv die Proteinsynthese in HC11-
Zellen, die mit menschlichen ERBB-2-Expressionsvektoren transfiziert
worden sind, wahrend in nicht-transfizierten HC11-Zellen keine Protein-

synthesehemmung beobachtet werden konnte (Wels et al., 1992 a/b).

Zytotoxizitat. scFv(FRPS)-ETA induziert mit hoher Aktivitat die Bindung
einer ADP-Ribosegruppe an das Diphtamid des Elongationsfaktor-2. Im
Vergleich zu der Aktivitat des Antikorper-Alkalische-Phosphatase-Kom-
plexes scFv-(FRP5)-PhoA induziert scFv(FRP5)-ETA eine etwa 40-fach
hohere Ribosylierung (Wels et al., 1992 a). Monoklonale Antikorper
(Mabs) zeigten keinen zytotoxischen Effekt bei mit menschlichen ERBB-2-
Expressionsvektoren transfizierten HC11-Zellen, wahrend scFv(FRP5)-
ETA zellwachstumshemmend wirkte. Bei Kombination von MAbs und
scFv(FRPS)-ETA wird der toxische Effekt von scFv(FRP5)-ETA vermutlich
durch Kompetition mit den MAbs am Rezeptor gemindert. Diese Beob-

achtungen legen nahe, dal} die Internalisierung der Toxine tatsachlich
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spezifisch Uber eine Rezeptorbindung und nicht Uber andere Mecha-
nismen, wie z.B. per diffusionem 0.a., vermittelt wird.

Andere Untersuchungen an Mausen belegen die Wirksamkeit von scFv-
(FRP5)-ETA an ERBB-2-Rezeptor-positiven-Tumoren in vivo: Die Trans-
plantation ERBB-2-Rezeptor-positiver Nierenzellkarzinomzellen in Mause
fuhrte zur Bildung pulmonaler Metastasen. Die systemische Applikation
von scFv(FRPS5)-ETA ab einem Tag nach Tumorzelltransplantation Uber
eine Periode von 10 Tagen verhinderte die Ausbildung pulmonaler
Metastasen. Eine Behandlung der Mausen ab dem 11. Tag nach Tu-
morzelltransplantation, nachdem sich bereits pulmonale Filiae ausgebildet
hatten, fihrte zu drastischer Reduktion von Metastasengrof3e und -anzahl
(Maurer et al., 1998).

In Ratten konnten subkutan wachsende ERBB-2-exprimierende Schwan-
nome sowohl durch intratumorale Injektion als auch durch systemische
Applikation von 25ug scFv(FRP5)-ETA pro Tag uber 10 Tage in ihrem
Wachstum effektiv gehemmt werden (Altenschmidt et al., 1997).

Pharmakokinetik. Die in-vivo-Serumhalbwertszeit von scFv(FRPS)-ETA
bei Mausen betragt etwa 30 Minuten (Wels et al., 1992 a).

3.3 scFv(225)-ETA

MADb 225 ist ein monoklonaler Antikorper, der spezifisch an den EGF-Re-
zeptor bindet. MAb 225 kompetiert mit EGF um die Bindung an dem EGF-
Rezeptor (Fan et al., 1993). Eine Behandlung mit MAb 225 hemmt das

Wachstum von Tumorzellen in vitro wie auch in vivo (Wels et al., 1995).

Konstruktion. Die Konstruktion von scFv(225)-ETA erfolgte korrespon-
dierend zu der von scFv(FRP5)-ETA: In einem pFLAG-1-Expressionsvek-
tor wurde ein Gen konstruiert, das fur ein Protein kodiert, welches aus
dem scFv-Anteil des EGF-Rezeptor-spezifischen MAb 225 (Sunada et al.,
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1986) sowie den Domanen Ib, Il und Il des Pseudomonas-Exotoxins-A,
besteht (Wels et al., 1995).

Bindungsaffinitdt. Die Bindungsaffinitat des monovalenten rekombinanten
Proteins ist etwa 2 mal niedriger als die des monovalenten Fab" Frag-
ments (Fan et al., 1993) und etwa 10-fach niedriger als die des bivalenten
MAb (Wels et al., 1995).

Spezifitdt. scFv(225)-ETA bindet spezifisch an den EGF-Rezeptor.

Zytotoxizitét. Die Zytotoxizitat von scFv(225)-ETA liegt um ein Vielfaches
hoher als die des monoklonalen Antikérpers MAb 225. Die Antikorper-
domane im scFv(225)-ETA fuhrt nicht zu einer Rezeptoraktivierung, selbst
wenn die toxische Domane z.B. durch proteolytische Degradation inakti-
viert werden wurde (Wels et al., 1995), sondern hemmt durch kompetitive

Bindung die Rezeptoraktivierung.

3.4 TGF-a-ETA

TGF-a-ETA ist ein zusammengesetztes Molekul aus TGF-a, dem natur-
lichen Liganden des EGF-Rezeptors, und dem um seine Bindungsdoméane
gekurzten Pseudomonas-Exotoxin A (Chaudhary et al., 1987). Im Gegen-
satz zu scFv(FRP5)-ETA und scFv(225)-ETA ist TGF-a-ETA somit kein
Immunotoxin. Als naturlicher Ligand kann TGF-a-ETA (im Gegensatz zu
scFv(225)-ETA) den EGF-Rezeptor aktivieren (Siegall et al., 1989).
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Tabelle 3-1 gibt einen Uberblick Uber die bekannten Eigenschaften der

untersuchten rekombinanten Toxine:

Rekombinantes
. | scFv(FRP5)-ETA | scFv(225)-ETA TGF-a-ETA

Toxin

Rezeptor ERBB-2 EGF-R EGF-R
Rezeptorbindende

. scFv scFv TGF-a
Doméne

Rezeptoraktivierung * nein ja
Bindung einer ADP-Ribosegruppe an
Induktion g gruep

den Elongationfaktor-2

Zytotoxizitit des kor-
respond. monoklona-
len Antikérpers (Mab)

nein

ja

kein korresp. MAb;

TGF-a ist natur-
licher Ligand

Tabelle 3-1. Uberblick (ber die Eigenschaften der verwendeten rekombinanten

Toxine. (*) Eine Rezeptoraktivierung ist fiir scFv(FRP5)-ETA nicht gesichert.
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4 Formen des Zelltodes: Apoptose und Nekrose

Anhand morphologischer und biochemischer Kriterien kdnnen zwei Enti-
taten eukaryontischen Zelltodes beschrieben werden: Nekrose und Apop-
tose. Die Nekrose ist durch Zellddem, Schadigung der Membranintegritat
sowie das Freisetzen von zytosolischen Enzymen gekennzeichnet. Eine

Chromatinkondensation wird nicht beobachtet.

Die Apoptose ist dagegen ein Weg des zellularen Todes, der vermutlich
als physiologischer Schutz zur Beibehaltung einer Zellhomobostase dient.
Die Apoptose kann wahrend der embryonalen Gewebeentwicklung, in
normalem Wechselgewebe und bei der Involution von Organen beobach-
tet werden, wie z.B. bei der Thymus- oder der Mammainvolution.
Beobachtet wurde die Apoptose z.B. auch in der Prostata kastrierter
Ratten. Bei der Apoptose kommt es zu einer Kondensation des Chroma-
tins sowie DNA-Fragmentation und schlieBlich zu einer Aktivierung
endogener Nukleasen (Weisser et al., 1998). Diese spalten doppel-
strangige DNA an den internukleosomalen Linker-Regionen, wodurch es
zur Bildung von Mono- und Oligonukleosomen kommt. Die DNA der
Nukleosomen selbst hingegen ist Uber Komplexe fest an Trager-Histone
gekettet und wird dadurch vor der Spaltung durch die Endonukleasen
geschutzt. Die Apopose lalt sich lichtmikroskopisch mittels spezieller
Apoptosefarbungen, aber auch mittels ELISA Uber den Nachweis von
Oligonukleosomen bzw. DNA-Fragmenten oder direkt auf DNA-Ebene

uber die Darstellung einer sogenannten ,DNA-Ladder” nachweisen.
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5 Material und Methoden

5.1 Zellinien und Zellkultur

Fir die Untersuchungen wurden 21 neu etablierte humane Nierenzellkar-
zinomlinien herangezogen. 15 waren vom klarzelligen (clearCa-1 bis -15)
(Gerharz et al., 1994), 4 vom chromophilen (chromphi-1 bis -4) (Gerharz et
al., 1996) und 2 vom chromophoben (chrompho-A und -B) Typ (Gerharz et
al., 1995). Tabelle 5-1 zeigt eine Aufstellung der verwendeten Nieren-
zellkarzinomlinien mit Staging nach der TNM-Klassifikation und Differen-
zierungsgrad des Primartumors sowie Alter und Geschlecht des Patienten.
Als Referenzzellinie fur eine Vergleichbarkeit mit in der Literatur be-
schriebenen Ergebnissen wurde die Zellinie A431 herangezogen, die sich

von einem Plattenepithelkarzinom der Vulva ableitet.

Fir die Versuche wurden Zellinien der Passagen 30 bis 90 verwendet. Die
Zellen wurden in DMEM® (Dulbecco’s modified Eagle’s medium; Fa.
Gibco) unter Zusatz von 1% Penicillin, 1% Streptomycin und 10% FCS
(fetales Kalberserum) bei 37°C und 5% CO; kultiviert.
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ALTER; GESCHLECHT STAGING GRADING
KLARZELLIGE RCC
clearCa -1 67; m pT3a G2
-2 51:m pT3a G3
-3 66; w pT3a G2
-4 75; w pT2 G1
-5 69; w pT3b G3
-6 59; m pT3b G3
-7 53;: m pT2 G3
-8 67; m pT3b G2
-9 59; w pT2 G1
-10 44; w pT3b G2
-11 59; w pT2 G2
-12 60; m pT3a G2
-13 73; w pT2 G2
-14 55; m pT3b G3
-15 60; m pT3a G2
CHROMOPHILZELLIGE RCC
chromphi -1 64; m pT3b G3
-2 63; m pT3a G2
-3 64; m pT2 G2
-4 71; m pT2 G1
CHROMOPHOBZELLIGE RCC
chrompho -A 82; w pT3a G2
-B 82; w pT3a G3
REFERENZ
A431

Tabelle 5-1. Etablierte Nierenzellkarzinomzellinien. Aufgefuhrt sind Bezeichnung der

Zellinie mit pTNM-Stadium und Differenzierungsgrad des Primartumors sowie Alter

und Geschlecht des Patienten.
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5.2 MTT-Test

Mittels MTT-Test wurde die Sensibilitat von 21 humanen Nierenzellkarzi-
nomlinien gegenuber den oben beschriebenen AntikOrpertoxinen scFv-
(FRP5)-ETA, scFv(225)-ETA und TGF-a-ETA in vitro untersucht. Als Mal3
dafir wurde die Zellwachstumshemmung Toxin-exponierter Zellen in

Relation zu nicht-exponierten Zellen benutzt.

Testprinzip. Der MTT-Test dient der quantitativen Bestimmung der Zell-
vitalitdt und wurde erstmals 1983 von Mosmann beschrieben. Das gelbe
wasserlosliche Tetrazoliumsalz MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyl tetrazolium bromid) wird dabei nur von vitalen Zellen enzymatisch
zu seinem blauen wasserunloslichen Formazan reduziert. Das wasserun-
I6sliche Formazan wird in DMSO gelost und die Farbextinktion photo-

metrisch mit einem ELISA-Reader gemessen.

Préparation und Aussaat der Zellen (Zeitpunkt t = -24 h). Die nahezu kon-
fluenten Zellen wurden mittels 0,05% EDTA aus den Kulturflaschen geldst,
mit 10% FCS-haltigem Kulturmedium verdinnt und durch vorsichtiges Mi-
schen in Einzelzellsuspension gebracht. Danach erfolgte die Zellzahlung
eines Aliquots mit anschlieRender Verdunnung der Zellsuspension in Kul-
turmedium auf eine Konzentration von 100.000 lebenden Zellen (LZ) pro
Milliliter.

Je 10.000 LZ / 100 pl Medium / Well wurden in 96-Well-Mikrotiterplatten
ausgesat (8-fach-Bestimmung). In 8 Wells wurde als Leerwert jeweils nur
100 uyl Medium ohne Zellen pipettiert. Die Mikrotiterplatten wurden fir 24
Stunden bei 37°C und 5% CO, inkubiert.

Toxinapplikation (t = 0). Nach 24 Stunden wurden den Zellen 100 pl
Kulturmedium (Kontrolle) bzw. rekombinante Toxine in den Endkonzentra-
tionen 10 bzw. 100 ng/ml (exponierte Zellen) hinzugefugt. Es folgte eine
Inkubation fur 48 Stunden bei 37°C und 5% CO..
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Abbruch (t = +48 h). Nach 48 Stunden wurden die Zellen in den Mikro-
titerplatten zur groben Einschatzung eines proliferationshemmenden Ef-
fektes und der Zellmorphologie lichtmikroskopisch betrachtet. Jedem Well
wurden 50 yl MTT hinzugefluigt. Die Mikrotiterplatten wurden anschlie3end
fur 4 Stunden bei 37°C und 5% CO; inkubiert. Die durch die metabolische
Aktivitat vitaler Zellen gebildeten Formazanprazipitate am Boden der
Mikrotiterplatten wurden anschlieend nach vorsichtigem Dekantieren des
Uberstandes in je 150 yl DMSO pro Well gelést und 10 Minuten lang ge-
schuttelt.

AnschlieRend wurden die Extinktionen bei einer Wellenlange von 570 nm
mit einem ELISA-Photoreader gemessen. Es erfolgte die Bestimmung der
Extinktionen unbehandelter (Kontrolle) und Toxin-exponierter Zellen sowie
der Extinktionen des Kulturmediums als Leerwert. Tabelle 5-2 gibt den

zeitlichen Versuchsablauf wieder.

Zeitpunktt | -24 h 0 +48 h +52 h
Toxin- MTT- DMSO-Applikation und
Aussaat o )
Applikation | Zugabe Messung nach 10 min

Tabelle 5-2. Zeitlicher Versuchsablauf des MTT-Tests.

Statistische Auswertung. Von allen MeRwerten wurden durch Subtraktion
des Leerwertes sogenannte ,korrigierte MelRwerte“ errechnet. Die Mittel-
werte der korrigierten MelRwerte eines Versuches wurden aus 8 Repli-
katen ermittelt. Der prozentuelle Anteil exponierter vitaler Zellen zu nicht-

exponierten vitalen Zellen (Kontrolle) ergibt sich aus folgender Formel:

— Extinktionmittel . .
100

Leerwert

Extinktionmittel

exp oniert

Pv = . . .
Extinktionmittel

— Extinktionmittel

Kontrolle
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In drei gleichen, unabhangigen Versuchen wurden Pvq23 bestimmt und
der Mittelwert M(Pv423) sowie die Standardabweichungen ermittelt. Die

Zellwachstumshemmung Pt in Prozent ergibt sich wie folgt:

Pt, =100-M(Pv,,;)

Vi

Die errechnete Reduktion der Zellzahl wurde fir alle untersuchten Zell-
linien und Toxinkonzentrationen mittels Student’s T-Test auf Signifikanz

mit einem Signifikanzniveau von p < 0,05 Uberpruft.

5.3 Histologie und Hamatoxylin-Eosin-Fdrbungen

Anhand histochemischer Farbungen auf modifizierten Objekttragern, so-
genannten Chamber-slides® (Fa. Falcon), wurde die Wirkung von 100
ng/ml scFv(FRP5)-ETA, scFv(225)-ETA bzw. TGF-a-ETA auf je eine aus-
gesuchte Nierenzellkarzinomlinie vom klarzelligen (clearCa-2), chromo-
philen (chromphi-1) bzw. chromophoben (chrompho-B) Typ untersucht.
Zell- und Zellkernmorphologie wurden lichtmikroskopisch untersucht. Ins-
gesamt wurden pro untersuchte Zellinie und rekombinantes Toxin 2000
Zellen ausgezahlt; dabei wurden Apoptosen und Mitosen getrennt

aufgefuhrt.

Aussaat (t = -x). Die in DMEM® kultivierten Zellen wurden mit 0,05% EDTA
aus den Kulturflaschen gel6st und durch vorsichtiges Mischen mit Kultur-
medium in Einzelzellsuspension gebracht. Nach Zellzahlung eines Alli-
quots von 50ul wurde eine Zellsuspension mit einer Zellkonzentration von
20.000 LZ / 400pI Kulturmedium hergestellt. Es wurden 20.000 LZ / 400ul /
Well in die Chamber-slides® ausgesét und solange inkubiert, bis sich ein

konfluenter Zellrasen auf dem Boden der Chamber-slides® ausgebildet
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hatte. Die unterschiedlich langen Inkubationszeiten fir die einzelnen Zell-

linien gehen aus Tabelle 5-3 hervor.

Aussaat | Toxinapplikation | HE-Farbung
clearCa-2 t=-5d
chromphi-1 t=-5d t=0 t=+2d
chrompho-B =-11d

Tabelle 5-3. Zeitlicher Versuchsablauf der HE-Farbungen. Die Inkubationszeiten
fur die untersuchten Zellinien, bis die Boden der Objekttrager konfluent bewachsen

waren, sind der Spalte ,Aussaat® zu entnehmen.

Toxinapplikation (t = 0). Der Uberstand der Chamber-Slides® wurde vor-
sichtig dekantiert, danach wurden je 400ul Kulturmedium (Kontrolle), 100
ng/ml scFv(FRP5)-ETA, scFv(225)-ETA bzw. TGF-a-ETA hinzugefugt.
AnschlielRend erfolgte eine Inkubation fur 48 Stunden bei 5% CO, und
37°C.

Abbruch (t = +2 d). Am Abbruchtag wurden die Fixierungsrahmen von den
Chamber-slides® abgeldst. Die Objekttrager wurden kurz in 0,9%ige Koch-
salzlésung eingetaucht; anschlieRend erfolgte die Fixation fur 5 Minuten in
eisgekuhltem Methanol und fur 30 Sekunden in eisgekuhltem Aceton. Die
fixierten Zellen trockneten danach bei Raumtemperatur und wurden an-

schliefend mit Hamatoxylin-Eosin gefarbt.

5.4 Cell death detection ELISAP-YS®

An je einer klarzelligen (clearCa-2), chromophilen (chromphi-1) und chro-
mophoben (chrompho-B) Nierenzellkarzinomzellinie sollte die Induzier-

barkeit von Apoptose durch die rekombinanten Toxine scFv(FRP5)-ETA,
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scFv(225)-ETA und TGF-a-ETA untersucht werden. Verwendet wurde
dafir ein kommerziell erhaltlicher ELISA (,Cell death detection

ELISAPYS®) der Firma Boehringer Mannheim.

Testprinzip. Der ,Cell death detection ELISAP-YS® basiert auf einem quan-
titativen Sandwich-Enzym-Immunoassay-Prinzip, bei dem monoklonale
Mausantikorper gegen zellulare DNA und Histone gerichtet sind. Die bei
der Apoptose entstehenden Mono- und Oligonukleosomen lassen sich in
der zytoplasmatischen Fraktion von Zellysaten bestimmen.

Das zu untersuchende Zellysat wird in eine mit Streptavidin beschichtete
Mikrotiterplatte gegeben. Anschlielend werden Anti-Histon-Biotin und
Anti-DNA-Peroxidase (Anti-DNA-POD) hinzugegeben und miteinander in-
kubiert. In der Inkubationszeit kann der Anti-Histon-Antikorper an die
Histonkomponente der Nukleosomen binden und gleichzeitig den entstan-
denen Immunkomplex durch Biotinylierung an die mit Streptavidin be-
schichtete Mikrotiterplatte fixieren. Der Anti-Histon-Antikorper bindet an die
Histone H1, H2A, H2B, H3 und H4 verschiedener Spezies. Gleichzeitig re-
agiert der Anti-DNA-Peroxidase-Antikorper mit der DNA-Komponente der
Nukleosomen. Er bindet an einzel- und doppelstrangige DNA.

Nach dem Waschen kann die Menge der gebundenen Peroxidase und so-
mit indirekt die Menge gebundener Nukleosomen durch Umsatz mit einem
geeigneten Substrat, hier ABTS® (2,2"-Azino-di[3-ethylbenzthiazolin-sulfo-

nat]), spektralphotometrisch bestimmt werden (Fa. Boehringer Mannheim).
Durch photometrische Messung und Vergleich der Extinktionen Toxin-ex-

ponierter zu nicht-exponierten Zellen (Kontrolle) wurde der Enrichment-

faktor (EFgLisa) ermittelt:
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_ Eexp oniert — ELeerwert

EFELISA - =

E Kontrolle — E Leerwert

E bezeichnet dabei den Extinktionsmittelwert einer Doppelbestimmung.

Der Enrichmentfaktor EF kann als Mal} fur die Zunahme (EF>1) bzw.
Abnahme (EF<1) der Apoptose exponierter Zellen im Vergleich zur Kon-
trolle herangezogen werden und somit Aufschluf® Gber eine mogliche In-
duzierbarkeit von Apoptose durch die untersuchten rekombinanten Toxine

geben.

Aussaat (t = -24 h). Die Zellen wurden mit 0,05% EDTA aus den nahezu
konfluenten Kulturflaschen geldst und durch vorsichtiges Mischen mit Kul-
turmedium in eine homogene Einzelzellsuspension gebracht. Danach er-
folgte die Zellzahlung eines Aliquots von 50 pl in der Neubauer-Zahlkam-
mer mit anschlielender Verdinnung auf 100.000 LZ / ml Zellsuspension.
10.000 LZ / 100ul / Well wurden in 96-Well-Mikrotiterplatten ausgesat und
bei 37°C und 5% CO; flir 24 Stunden inkubiert.

Toxinapplikation (t = 0). Nach 24 Stunden erfolgte die Applikation von je
100ul Kulturmedium (Kontrolle) bzw. 100ul Toxin in Endkonzentrationen
von 10 bzw. 100ng/ml (exponierte Zellen). Die Mikrotiterplatten wurden flr
48 Stunden bei 37°C und 5% CO; inkubiert.

Abbruch (t = +48 h). Die Mikrotiterplatten wurden fur 10 Minuten bei 200 x
g und Raumtemperatur zentrifugiert; anschlieRend wurde der Uberstand
vorsichtig mit einer Pasteurpipette unter leichtem Sog abgesaugt. Nach
Zugabe von 200 ul Zelllysispuffer (Fa. Boehringer Mannheim) pro Well
wurden die Zellen fur 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. An-

schlieRend erfolgte eine erneute Zentrifugation bei 200 x g fur 10 Minuten.
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Als Testproben dienten desweiteren:
e Proben des o0.g. Zellysates,
e DNA-Histonkomplexe als Positivkontrolle (Fa. Boehringer Mannh.)

e Inkubationspuffer als Leerwert (Fa. Boehringer Mannh.).

Je 20 pl der Testprobe wurden in die mit Streptavidin beschichteten
ELISA-Mikrotiterplatten (Fa. Boehringer) transferiert und anschlieRend mit

je 80 pl ,Jmmunomix® Uberschichtet. Die ELISA-Mikrotiterplatten wurden

fur 2 Stunden bei Raumtemperatur | jmmunomix
auf einem Schuttler inkubiert. 1/20 Anteil anti-DNA-POD
Anschliefend wurden die  Wells | /20 Anteil anti-Histon-Biotin
dreimal vorsichtig mit Inkubations- | 1g8/20 Anteile Inkubationspuffer
puffer gewaschen. Pro Well wurde
zur Induktion der Enzym-Substrat-Reaktion je 100ul ABTS®-Substrat hin-

zugefugt. Je nach Starke der Farbreaktion wurde zu unterschiedlichen

Zeitpunkten mit der spektrophotometrischen Messung bei einer Wellen-
lange von 405 nm und einer Referenzwellenlange von 492 nm begonnen.
Unter weiterer Inkubation auf einem Schuttler wurden mehrere Messun-
gen in kurzen Abstanden durchgefluhrt, bis die Extinktionen aufeinander-
folgender Messungen nahezu konstant blieben. Die MeRdaten wurden

statistisch ausgewertet und graphisch visualisiert.

5.5 ERBB-2-Rezeptorstatus

An ausgesuchten Nierenzellkarzinomzellinien sollte der ERBB-2-Rezep-

torstatus mittels Westernblot-Analyse bestimmt werden.
Prinzip. Beim Westernblot werden Proteine zunachst durch ein- oder zwei-

dimensionale Gelelektrophorese aufgetrennt und auf ein Nitrozellulose-

filter Ubertragen. AnschlieRend wird das Filter mit einem markierten Anti-
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korper, der gegen das gesuchte Protein gerichtet ist, inkubiert. In diesem
Fall wurden mit Biotin markierte Antikdrper verwendet; anschliel3end
konnte das gebundene Biotin Uber ein entsprechendes System, welches

Biotin umsetzt, visualisiert werden (ECL).

5.5.1 Proteinpraparation

Die Zellen wurden mit 0,05% EDTA aus den nahezu konfluenten Kultur-
flaschen geldst, in 15-ml-Zentrifugenréhrchen umgefullt und far 10 Minu-
ten bei 4°C und 1000 U/min zentrifugiert. Der Uberstand wurde dekantiert
und das Zellpellet vorsichtig in PBS resuspendiert. Es erfolgte eine erneu-
te Zentrifugation, der Uberstand wurde dekantiert. Pro Zellinie erfolgte die
Zugabe von 970ul eisgekuhltem RIPA-Puffer und jeweils 30l Inhibitoren-
|I6sung (10pl PMSF-Stammldésung (10mg/ml), 20ul Aprotinin (Fa. Sigma)).

Das Zellpellet wurde in dem RIPA-

RIPA-Puffer
Puffer resuspendiert und in Eppen- .
© o . . 50 mM Tris-Cl pH 7,5
dorf-Tubes™ fir 60 Minuten bei 4°C
150 mM NacCl

inkubiert. AnschlielRend erfolgte die )
1 % Nonidet P-40

0,5 % Natrium Desoxycholate
0,1 % SDS

vorsichtige Filtration durch eine 21-

Gauge-Kanule. Die Eppendorf-Tu-
®

bes® wurden anschlielend bei
15000 U/min und 4°C fir 10 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde

bei -20°C kryokonserviert und fur die folgenden Versuche benutzt.

5.5.2 Quantitative Gesamtproteinbestimmung nach Bradford

Um vergleichbare Proteinmengen der Tumorzellproben in der Gelelektro-
phorese gegeneinander auftragen zu kdnnen, wurde eine quantitative Ge-
samtproteinmengenbestimmung im Zellysat mit der Methode nach Brad-

ford durchgefihrt.
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Prinzip. Bei der Gesamtproteinbe-

Bradfordstammldsung
100 ml 96%-Ethanol

200 ml 88%-Phosphorsaure
350 mg Serva blue G®

stimmung nach Bradford bildet Serva
blue G® mit Proteinen einen blauen
Farbumschlag, der proportional zu
der Proteinmenge ist und spektropho-

tometrisch bei einer Wellenlange von L
Bradfordarbeitslosung

85 ml A. dest.
3 ml 96%-Ethanol
6 ml 88%-Phosphorsaure

595 nm quantitativ erfat werden
kann. Durch Vergleich mit einer Albu-
minstandardkurve kann der Protein-

gehalt des Tumorzelllysats bestimmt .
6 ml Bradfordstockldsung

werden.

Albuminstandardkurve. Aus einer Albuminstammlésung (1mg/ml) wurde
eine Albuminverdinnungsreihe von Konzentrationen zwischen 50 und 450
Mg pro ml erstellt (Doppelbestimmungen).

Nach Vorgabe eines Aliquots von jeweils 50 pl Albuminlésung aus der
Albuminverdunnungsreihe in eine Glaskuvette wurden 1200 pl Bradford-
arbeitslosung hinzugefugt und die Extinktionen des Farbumschlages nach
10 Minuten bei einer Wellenlange von 595 nm gegen einen Leerwertab-
gleich mit Bradfordarbeitslosung spektralphotometrisch gemessen.

Die errechneten Extinktionsmittelwerte Mgq g2 wurden gegen die vor-
gegebenen Albuminkonzentrationen in einem Diagramm aufgetragen und
wiesen im untersuchten Konzentrationsbereich eine direkte lineare Be-
ziehung zu der Albuminkonzentration auf. Die Gleichung der Ausgleichs-

geraden wurde errechnet (Abbildung 5-1).
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Abbildung 5-1. Albuminstandardkurve. Dargestellt sind die einzelnen gemessen-
en Extinktionen der Doppelbestimmung (E; und E,), die Verbindungsgerade der

Extinktionsmittelwerte E,, sowie die Ausgleichsgerade (Linear E,).

Es ergab sich rechnerisch folgende Naherung fur die Gleichung der
Ausgleichsgeraden: £ =0,0016x ¢+ 0,0602

E—0,0602

Nach Umformen erhalt man: ¢ =
0,0016

Dabei bezeichnen E die Extinktion und c die Albuminkonzentration in ug/ml.

Bestimmung der Proteinkonzentrationen. Eine Melklvette wurde nach
Zugabe von 2-5 ul Zelllysat in Abhangigkeit von dem Proteingehalt auf 50
bl Gesamtvolumen mittels Aqua dest. aufgefullt; aus dem Verhaltnis des

Gesamtvolumens von 50 pl zur Lysatmenge errechnete sich der Verdun-
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nungsfaktor, der bei der spateren Berechnung der Proteinkonzentration
Berucksichtigung fand. 10 Minuten nach Zugabe von 1200 pl Bradford-
arbeitslosung wurde die Farbextinktion bei einer Wellenlange von 595 nm
gemessen. Nach Multiplikation der Extinktionen mit dem Verdlinnungs-
faktor konnten die Proteinkonzentrationen aus dem Diagramm abgelesen
oder alternativ exakt aus der korrigierten Formel (Abbildung 5-2), in wel-

cher der Verdunnungsfaktor Berucksichtigung findet, errechnet werden.

o= E—0,0602 <VF
0,0016

Abbildung 5-2. Korrigierte Formel zur Bestimmung der Proteinkonzentration. Der
Verdinnungsfaktor VF der Proteinprobe findet hier rechnerische Berlicksichtigung.
c ergibt die Proteinkonzentration in dem Proteinlysat in ug/ml, E bezeichnet den

Extinktionsmittelwert.
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Tabelle 5-6 flhrt die Ergebnisse der Extinktionsmessungen in den Protein-

proben auf.
EXTINKTIONS- | VERDUNNUNGS- PROTEIN-
ZELLINIE MITTELWERT FAKTOR KONZENTRATION V?/Il:::;n
Ewm VF c (mg/ml)

clearCa-2 0,512 25 7,1 4,2
clearCa-4 0,485 25 6,7 4,5
clearCa-6 0,720 10 4,2 7,3
clearCa-15 0,425 25 5,8 53
chromphi-1 0,654 25 9,3 3,2
chromphi-2 0,371 25 4,9 6,1
chromphi-3 0,766 10 4.4 6,8
chromphi-4 0,937 50 27,5 1,1
chrompho-B 0,628 10 3,6 8,4
A431 0,720 25 10,4 2,9

Tabelle 5-6. Quantitative Gesamtproteinbestimmung nach Bradford. Die
Proteinkonzentrationen ¢ wurden aus den Extinktionsmittelwerten sowie dem Ver-
dinnungfaktor nach der Formel in Abbildung 5-2 berechnet. Dargestellt ist ferner
das Volumen, welches 30 ug Proteine enthalt. Dieses Proteinvolumen wurde in die

Geltaschen der Elektrophoresegele instilliert.

5.5.3 Tris-Glyzin-SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Prinzip. Die Elektrophorese basiert auf der Tatsache, da® sich geloste
Molekule im elektrischen Feld mit einer Geschwindigkeit bewegen, die
vom Verhaltnis der Ladungen zu der Masse der Molekule abhangt. lhre
Dissoziation wird von dem anionischen Detergens SDS, einem Natrium-

salz von Dodecylsulfat, in Kombination mit einem Reduktionsmittel und
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Hitze, vermittelt. Im Durchschnitt bindet jede Aminosaure ein Detergens-
molekul. Bei neutralem pH-Wert ist das Detergens negativ geladen, so
dal} sich die unmittelbar benachbart stehenden, negativ geladenen SDS-
Molekule gegenseitig abstol’en. Die Proteine werden dadurch mit den
daran gebundenen Detergensmolekulen gezwungen, eine stabchen-
formige Gestalt mit gleichen Ladungs- / Masse-Quotienten einzunehmen.
Die denaturierten Proteine binden SDS in einer Menge, die nahezu
proportional zu ihrem Molekulargewicht und unabhangig von ihrer
Sequenz ist. Dadurch werden sie, je nach Lange, unterschiedlich stark ne-
gativ geladen und weisen im elektrischen Feld ein unterschiedliches Wan-
derungsverhalten auf. Durch das Benutzen von Markerproteinen mit be-
kannten Molekulargewichten ist es moglich, das Wanderungsverhalten der
zu bestimmenden Proteine mit dem der Marker zu vergleichen und so
Ruckschlufld auf das Molekulargewicht der Proteine zu bekommen (Sha-
piro et al., 1969; Weber et al., 1969).

Nach Durchwandern eines Sammelgels hoher Porositat akkumulieren die
Protein-SDS Komplexe in einer diinnen Zone am Ubergang zum Trenngel.
Im Trenngel wandern die Protein-SDS-Komplexe entsprechend ihrer La-
dung unterschiedlich weit auf die Anode zu (Laemmli et al., 1970).

Fir die vorliegenden Untersuchungen wurde ein vertikales, eindimensio-
nales Polyacrylamidgel mit diskontinuierlichem Puffer-System benutzt.
Probe und Sammelgel enthielten Tris-Cl pH 6,8, das Trenngel enthielt
Tris-Cl pH 8,8 und das obere und untere Reservoir Tris-Glyzin pH 8,3. Alle
Systemkomponenten enthielten 0,1 % SDS.

Trenngel. Als Trenngel wurde ein 6%iges SDS-Acrylamid-Gel hergestellt.
Das gepufferte SDS-Acrylamid-Bisacrylamid-Gemisch wurde nach Zugabe
von Ammoniumpersulfat und Temed® zwischen die Platten des Gel-

elektrophoreseapparatus gegossen. Temed® beschleunigt die Poly-
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Trenngel 6%
7,9 ml H,O

3,0 ml 30% Acrylamid-Mix

3,8 ml 1,5 M Tris-Puffer (pH 8,8)
150 pl 10% SDS

150 pl 10% Ammoniumpersulfat
12 pl Temed®

merisation von Acrylamid und Bis-
acrylamid durch Katalysierung der
Bildung freier Radikale aus Am-
moniumpersulfat. Diese freien Radi-
kale sind fur die Polymerisation von
Acrylamid und Bisacrylamid notwen-
dig. Um spater eine glatte Ober-

flache am Ubergang zum Sammelgel gewahrleisten zu kdnnen, wurde das

Trenngel mit einer geringen Menge 0,1% SDS Uberschichtet. Nach einer

Stunde Polymerisationsdauer wurde das Uberschichtete SDS wieder

entfernt und mit Aqua dest. gespult.

Sammelgel. Als Sammelgel wurde
ein 5%iges SDS-Acrylamid-Gemisch
verwendet. Das Gemisch wurde
Uber das Trenngel geschichtet. In je-
des Sammelgel wurde unverziglich
ein Teflonkamm mit jeweils 10 Slots
gesteckt. Es wurde eine 1-stundige

Polymerisationsdauer bei Raumtem-

Sammelgel 5%

2,7 ml H,O

670 pl 30% Acrylamid-Mix

500 pl 1,0 M Tris-Puffer (pH 6,8)
40 ul 10% SDS

40 pl 10% Ammoniumpersulfat
4 yl Temed®

peratur abgewartet. AnschlieRend wurden die Kdmme vorsichtig entfernt

und die Geltaschen mit A. dest. gespllt.

Elektrophorese.

Gele wurden in den Gelelektrophoreseap-
paratus eingespannt. Tris-Glyzin-Puffer wur-

de als Gelelektrophoresepuffer in die Kam-

mern eingefullt.
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Proteinproben. 30 ug Proteinlysat wurden zu gleichen Volumenanteilen

(10 pl + 10 pl) mit 2xSDS-Gelprobenpuffer in eisgekuhlte Eppendorf-Tu-

2xSDS-Gelprobenpuffer
100 mM Tris-Cl pH 6,8
4% SDS

0,2% Bromphenol-Blau
20% Gilycerol

200 mM Dithiothreitol

behandelt. Die Proteinproben und

bes® gefiillt. Als Molekulargewichts-
marker wurde ein biotinylierter SDS-
(Fa. Bio-

rad) benutzt. Er wurde wie die Pro-

Page-High-Range-Marker

teinproben im Verhaltnis 1+1 mit 2x-
SDS-Gelprobenpuffer verdinnt und
desweiteren wie eine Proteinprobe

der Molekulargewichtsmarker wurden

fur 2 Minuten bei 95°C erhitzt, anschlieRend wurden sie bis zum Ein-

bringen in die Geltaschen des Sammelgels auf Eis gekuhlt. Mit einer Hem-

mingway-Nadel wurden maximal 15 ul jedes Protein-Puffergemisches in

die Geltaschen des Sammelgels gefullt. Luftblasen wurden vermieden. Die

Elektrophorese wurde bei einer konstanten Stromstarke von 20 mA pro

Gel fUr eine Dauer von 1,5 Stunden durchgeflhrt.

Mit oben beschriebenem Verfahren wurden pro Elektrophoresevorgang

zwei identisch belegte Gele hergestellt, die anschlielfend unterschiedlich

weiterverarbeitet wurden. Ein Trenngel wurde anschlieBend nach Coo-

massie gefarbt, um das Gel auf gleichmalige Proteinmengenverteilung zu

Uberprifen. Das andere Trenn-
gel wurde fir den eigentlichen
Blottingvorgang auf Nitrozellulo-

se verwendet.

Coomassie-Féarbung. Ein Gel
wurde optional in Coomassie-
staining-Losung gelegt und fur
etwa 3,5 Stunden bei Raum-

temperatur inkubiert. Anschlies-

Coomassie-Farbelosung

0,025 % Coomassie Blue

40 % Methanol

7 % Essigsaure

A. dest.
Coomassie-Entfarbeldsung
40% Methanol

7% Acetic acid

A. dest.

send wurde das Gel Uber Nacht bei 4°C in Coomassie-destaining-Losung
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entfarbt, auf ein in A. dest. getranktes 3MM-Whatman-Papier gelegt, mit

Folie bedeckt und danach bei 80°C fur 2 Stunden in einem Gel-Trockner

getrocknet. Die gleichmaRige Verteilung und Proteinbeladung wurde

beurteilt.

Elektroblotting. Das andere Trenngel wurde geblottet. Hierzu wurden auf

die Anode der Blottingkammer drei in Transferpuffer getrankte 3MM-What-

Transferpuffer
39 mM Glyzin
48 mM Tris-base
0,037% SDS
20% Methanol

man®-Papiere gelegt, darauf ein in A. dest. ge-
tranktes Nitrozellulosefilter, dann das Gel und an-
schlieend wieder drei 3MM-Whatman-Papiere.

Es wurde fur die Dauer von 90 Minuten bei einer
konstanten Stromstarke von 150mA geblottet. Um

den erfolgreichen Proteintransfer von dem Gel auf

die Nitrozellulose Uberprifen zu kdnnen, wurde das geblottete Gel an-

schlielend nach Coomassie (s.0.) gefarbt; bei optimalem Proteintransfer

waren kaum noch Proteinbanden zu erkennen. Das Nitrozellulosefilter

wurde nach Ponceau angefarbt.

Ponceau-Féarbung. Die Nitrozellulose | 10xPonceau-Stammlésung

wurde fir 3-4 Minuten in Ponceau- | 2 g Ponceau S

Arbeitslosung gelegt und leicht bei | 30 g Trichloressigsaure

Raumtemperatur geschuttelt. 30 g Sulfosalicylsaure

Nach Abspilen mit Aqua dest. stellten | H,0 ad 100ml

sich die transferierten Proteinbanden | ponceau-Arbeitslésung

dar. Die Banden des Molekularge- | 1 Anteil Stockldsung

wichtsmarkers wurden mit einem Stift | + 9 Anteile A. dest.

auf die Nitrozellulose eingezeichnet.

Blocken des Nitrozellulosefilters. Das Nitrozellulosefilter wurde mit 0,1 ml
Blockinglésung (1% BSA, 5% nonfat dried milk, A. dest.) pro cm? Nitro-
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zellulose unter leichtem Schitteln bei Raumtemperatur fiir eine Stunde in-

kubiert. Anschliel3end wurde die Blockinglosung verworfen.

Inkubation mit Erstantikérper. Umgehend erfolgte eine 3-stindige Inku-
bation des Filters in 0,1 ml Erstantikorper-Blockinglésung-Gemisch (Anti-
korper-Konzentration 1:1000) pro cm? Nitrozellulose auf einem Schiittler
bei Raumtemperatur. AnschlieBend wurde das Erstantikdrper-Blocking-
l6sung-Gemisch verworfen. Das Nitrozellulosefilter wurde dreimal fur je-
weils 10 Minuten in PBS gewaschen, anschlieend erfolgte eine 10-minu-
tige Inkubation in phosphatfreiem Waschpuffer (150 mM NaCl, 50 mM
Tris-Cl pH 7,5, A. dest.).

Inkubation mit Zweitantikérper. Es folgte eine 1-stindige Inkubation in
0,1ml Zweitantikorper-Blockinglosung-Gemisch (Antikorperkonzentration
1:2000) pro cm? Nitrozellulose unter leichtem Schiitteln bei Raumtempe-
ratur. AnschlieBend wurde das Zweitantikérper-Blockingldsung-Gemisch
verworfen und das Nitrozellulosefilter 4 Mal fir je 10 Minuten in Wasch-

puffer gewaschen.

ECL-Detektion. Mittels verstarkender Lumineszenztechnik (,Enhanced
chemiluminescence®, ECL-Amersham®) erfolgte die Detektion antikdrper-
gebundener Proteine auf dem Nitrozellulosefilter mit Visualisierung auf Hy-
bond®-R6ntgenfiImen. Das Nitrozellulosefilter wurde dafur exakt fur 1 Mi-
nute in ECL-Gebrauchslésung (ECL-LOsung-1 + -2 im Verhaltnis 1+1, Fa.
Amersham) inkubiert. Danach erfolgte die Exposition auf einem Rontgen-

film fUr einige Minuten mit anschlieliender Entwicklung.
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6 Ergebnisse

6.1 MTT-Zellproliferationsassay

Mittles MTT-Test wurde das Zellwachstum bei insgesamt 21 Nierenzell-
karzinomzellinien nach Exposition gegenuber den rekombinanten Toxinen
untersucht, davon 15 klarzellige (clearCa), 4 chromophile (chromphi) und

2 chromophobe (chrompho) Zellinien.

Statistik. Fur alle Zellinien wurde die Zellzahl Toxin-exponierter Zellen im
Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (Mittelwert aus 3 Experimenten)
bestimmt. Mittels Student’s T-Test wurde die Signifikanz der Ergebnisse
bei einem Testniveau von p < 0,05 Uberprift. Die signifikanten Pro-
zentwerte der Zellwachstumshemmungen einschliellich ihrer Standard-
abweichungen wurden fir die einzelnen Zellinien und rekombinanten

Toxine als Balkendiagramme dargestellt (Abbildungen 6-1, 6-2, 6-3).
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Reduktion der Zellzahl durch scFv(FRP5)-ETA

A431
chrompho - B
chrompho - A

chromphi - 4
chromphi - 3
chromphi - 2
chromphi - 1
clearCa - 15
clearCa - 14
clearCa - 13
clearCa - 12
clearCa - 11
clearCa - 10

clearCa -9 K

clearCa - 8

clearCa -7

clearCa - 6

clearCa - 5

clearCa - 4

4

clearCa - 3

clearCa - 2

clearCa - 1

o

10 20

30

40 50 60
Reduktion der Zellzahl (% der Kontrolle)

10 m 100

70

80

90

100

Abbildung 6-1. Signifikante (p<0,05) Reduktion der Zellzahl durch 10 bzw. 100 ng/ml

ScFv(FRP5)-ETA (gezeigt werden ausschlieBlich signifikante Effekte).
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Reduktion der Zellzahl durch scFv(225)-ETA

A431
chrompho - B
chrompho - A

chromphi - 4
chromphi - 3

chromphi - 2

chromphi - 1
clearCa - 15
clearCa - 14
clearCa - 13
clearCa - 12
clearCa - 11
clearCa - 10

clearCa - 9

clearCa - 8

clearCa -7 I

clearCa - 6

clearCa -5 E

clearCa - 4 731
clearCa - 3
clearCa - 2

clearCa - 1

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Reduktion der Zellzahl (% der Kontrolle)

10 @m 100

Abbildung 6-2. Signifikante (p<0,05) Reduktion der Zellzahl durch 10 bzw. 100 ng/ml
scFv(225)-ETA (gezeigt werden ausschliel8lich signifikante Effekte).
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Reduktion der Zellzahl durch TGF-a-ETA

A431

E————
chrompho - B
chrompho - A
chromphi - 4
chromphi - 3
chromphi - 2
chromphi - 1
M

clearCa - 15

clearCa - 14
clearCa - 13
clearCa - 12
clearCa - 11

clearCa - 10

clearCa - 8

clearCa -7 |
clearCa - 6
clearCa - 5
clearCa - 4 |

clearCa - 3 :

clearCa - 2

clearCa - 1

10 20 30 40 50 60

o

10 @m 100

70
Reduktion der Zellzahl (% der Kontrolle)

80

90

100

Abbildung 6-3. Signifikante (p<0,05) Reduktion der Zellzahl durch 10 bzw. 100 ng/ml
TGF-a-ETA (gezeigt werden ausschlie3lich signifikante Effekte).
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Die Reduktion der Zellzahl (p<0,05) wurde je nach Ausmal} unterschied-

lichen Gruppen zugeordnet (Tabelle 6-1).

REDUKTION DER
SymBoL |REDUKTION
ZELLZAHL %
nicht signifikant
. keine n.s.
p =>0,05

(+) schwach x<10
signifikant + méRig 10 <x < 30
p <0,05 ++ stark 30 <x<50

+++ sehr stark 50 <x

Tabelle 6-1. Legende fiir die Gruppenzuordnung in Abhéngigkeit vom Ausmal3 der
Reduktion der Zellzahl x durch die rekombinanten Toxine im MTT.

Tabelle 6-2 (Seite 53) gibt einen Uberblick Uber die Gruppenzuordnung in
Abhangigkeit vom Ausmall der Reduktion der Zellzahl durch die re-

kombinanten Toxine im MTT.

scFv(FRP5)-ETA.

Klarzellige RCC. 10 von 15 klarzelligen Nierenzellkarzinomlinien zeigten
keine signifikante Reaktion auf 10 ng/ml scFv(FRP5)-ETA, die anderen
reagierten mit einer schwachen Reduktion der Zellzahl um maximal 10%.
Nach Exposition mit 100 ng/ml scFv(FRP5)-ETA zeigten nur noch 5 von
15 klarzelligen Zellinien keine signifikante Wachstumsinhibition, wahrend
die ubrigen Zellinien signifikant in ihrem Wachstum gehemmmt werden

konnten, davon 6 Zellinien schwach um maximal 10% und die uUbrigen 4
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Zellinien mafig zwischen 10 und 30%. In der Gruppe der scFv(FRP5)-

ETA-exponierten klarzelligen Zellinien konnte keine Zellwachstumshem-

mung uber 30% beobachtet werden.

Die klarzelligen Nierenkarzinomzellinien clearCa-1, -3, -6 und -8 waren in

scFv- scFv-
TGF-o-ETA
(FRP5)-ETA (225)-ETA
| c(ngmh)] 10 | 100 10 | 100| 10 | 100
clearCa - 1 . . . . . .
clearCa-2| - (+) . . . ++
clearCa-3| - . . . . (+)
clearCa-4| (+) . () . . .
clearCa-5 - Bl H] HEH +
clearCa - 6 . . . . . ++
clearCa-7| - (+) . (+) . (+)
clearCa - 8 . . : . . .
clearCa-9| (+) | (+) | (+) + (+) +
clearCa- 10| (+) (+) () (+) . .
clearCa- 11| (+) + (+) + (+) | ++
clearCa - 12| (+) (+) . . . ++
clearCa-13| - + () + . +
clearCa - 14 . + : + . .
clearCa - 15 . + + + + +
chromphi - 1 + ++ . + t++
chromphi - 2 . + . . . .
chromphi - 3 + ++ + ++ + ++
chromphi- 4| - (+) . )| ) +
chrompho - 1 + ++ . + . +
chrompho -2/ + ++ . + . +
| A431] (1) | + | o | +++]| 4+ | +++ |

Tabelle 6-2. Zuordnung zu Gruppen unterschiedlicher Empfindlichkeit gegentiber

den rekombinanten Toxinen im MTT. Als Legende vgl. Tabelle 6.1. * =n. s.

ihrem Proliferationsverhalten nicht signifikant hemmbar und konnen bei

den untersuchten Konzentrationen als resistent gegenuber scFv(FRPS)-
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ETA angesehen werden. ClearCa-2, -4, -5, -7, -9, -10 und -12 reagierten
gegenuber 10 bzw. 100 ng/ml scFv(FRPS)-ETA maximal um 10% und
kénnen somit zu der Gruppe der schwach sensiblen Zellinien gegenuber
scFv(FRP5)-ETA gezahlt werden. ClearCa-11, -13, -14, -15 reagierten auf
10 bzw. 100 ng/ml scFv(FRP5)-ETA mit einer Wachstumsinhibition um
maximal 30% und konnen gemal} der aufgestellten Gruppeneinteilung als

maRig sensible Zellinien gegenuber dieser Substanz eingestuft werden.

Chromophile RCC. 2 von 4 chromophilen Zellinien zeigten keine signifi-
kante Reaktion gegenuber 10 ng/ml scFv(FRPS)-ETA, die anderen beiden
Zellinien waren maRig hemmbar. Bei Konzentrationen von 100 ng/ml
scFv(FRP5)-ETA waren alle vier chromophilen Zellinien signifikant
hemmbar: Je eine Zellinie zeigte eine schwache bzw. maRige, die beiden
anderen chromophilen Zellinien eine starke Reduktion der Zellzahl.

Die chromophilen Nierenzellkarzinome waren somit alle durch scFv-
(FRP5)-ETA signifikant hemmbar. Chromphi-4 reagierte nur schwach,
chromphi-2 maBig. Im Gegensatz dazu waren chromphi-1 und -3 in ihrem

Proliferationsverhalten durch scFv(FRPS5)-ETA stark hemmbar.

Chromophobe RCC. Sowohl 10 ng/ml als auch 100 ng/ml scFv(FRP5)-
ETA konnten signifikant das Zellwachstum beider chromophober Nieren-
zellkarzinomlinien im Vergleich zu der unbehandelten Kontrolle hemmen:
10 ng/ml scFv(FRPS)-ETA hemmte beide Zellinien malig um 10-30% in
ihrem Wachstum, 100 ng/ml scFv(FRP5)-ETA wies starke antiproliferative
Effekte auf. Beide chromophobe hRCC koénnen somit zu den stark

sensiblen Zellinien gegentber scFv(FRP5)-ETA gezahlt werden.

54



ERGEBNISSE

ScFv(225)-ETA.

Klarzellige RCC. 8 von 15 klarzelligen Nierenzellkarzinomlinien reagierten
nicht signifikant auf die Exposition gegenuber 10 ng/ml scFv(225)-ETA.
Von den ubrigen 7 signifikant hemmbaren Zellinien reagierten 6 nur
schwach und eine maRig. Bei Konzentrationen von 100 ng/ml scFv(225)-
ETA waren unter 8 signifikant hemmbaren Zellinien 3 in der Gruppe der
schwach sensiblen und 5 in der Gruppe der mafig sensiblen Zellinien.

ClearCa-1, -2, -3, -6, -8 und -12 reagierten nicht signifikant auf scFv(225)-
ETA und konnen somit zu den scFv(225)-ETA-resistenten Zellinien
gezahlt werden. ClearCa-4, -5, -7 und -10 reagierten mit Wachstumshem-
mungen unter 10% und fallen somit in die Gruppe der schwach sen-
siblen Zellinien gegenuber diesem rekombinanten Toxin. Die Zellinien
clearCa-9, -11, -13, -14 und -15 konnen zu der Gruppe der maRig

sensiblen Zellinien gegenuber scFv(225)-ETA gezahlt werden.

Chromophile RCC. Nur 1 von 4 chromophilen Zellinien konnte durch 10
ng/ml scFv(225)-ETA maRig in ihrem Wachstum gehemmt werden. Durch
Steigerung der Toxinkonzentration auf 100 ng/ml waren 3 von 4 chromo-
philen Zellinien signifikant hemmbar, jeweils eine schwach, mafRig und
stark.

Bei den chromophilen Karzinomzellinien war chromphi-2 nicht signifikant
und chromphi-4 nur schwach hemmbar. Chromphi-1 kann zu der Gruppe
der maRig sensiblen, chromphi-3 zu der Gruppe der stark sensiblen

Zelllinien gegenuber scFv(225)-ETA gezahlt werden.

Chromophobe RCC. Wahrend 10 ng/ml scFv(225)-ETA bei keiner der
beiden chromophoben Zellinien eine signifikante Zellwachstumshemmung
hervorzurufen vermochte, konnte durch 100 ng/ml scFv(225)-ETA bei bei-

den Zellinien das Zellwachstum maRig stark inhibiert werden. Die beiden
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chromophoben Zellinien werden beide somit zu den maRig sensiblen

Zellinien gegenuber scFv(225)-ETA gerechnet.

TGF-a-ETA.

Klarzellige RCC. 11 von 15 klarzelligen Nierenkarzinomzellinien konnten
nicht durch 10 ng/ml TGF-a-ETA in ihrem Wachstum gehemmt werden. 3
signifikant hemmbare klarzellige Zellinien wurden schwach, eine mafig in
ihrer Proliferation gehemmt. Bei einer Konzentration von 100 ng/ml waren
nur noch 5 von 15 klarzelligen Zellinien nicht signifikant hemmbar. 2 von
10 sensiblen Zellinien wiesen eine schwache, je 4 eine malige bzw.
starke Reduktion ihrer Zellzahl auf.

ClearCa-1, -4, -8, -10 und -14 waren nicht signifikant hemmbar und
konnen somit in den untersuchten Toxinkonzentrationen als TGF-a-ETA-
resistent angesehen werden. ClearCa-3 und -7 reagierten mit schwacher
Zellwachstumshemmung. ClearCa-5, -9, -13 und -15 wiesen maRige
Sensibilitat gegenuber TGF-a-ETA auf. In den Zellinien clearCa-2, -6, -11
und -12 konnte das Zellwachstum bis maximal 50% gehemmt werden; sie

gehoren somit zu den stark sensiblen Zellinien gegenuber TGF-a-ETA.

Chromophile RCC. Eine von vier chromophilen Nierenkarzinomzellinien
wurde in ihrem Wachstum nicht signifikant gehemmt. Bei den signifikant
hemmbaren chromophilen Zellinien wurde durch 10 ng/ml TGF-o-ETA
einmal eine schwache und zweimal ein maRige Zellwachstumshemmung
induziert. Durch die hdhere Konzentration von 100 ng/ml wurden 3
chromophile Zellinien signifikant gehemmt, je eine malig, stark bzw. sehr
stark.

Chromphi-2 konnte nicht in ihrem Wachstum gehemmt werden und kann
deshalb als resistent gegenuber TGF-a-ETA angesehen werden. Chrom-

phi-4 konnte um maximal 30% gehemmt werden und gehort zu den maRig
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sensiblen Zellinien. Chromphi-3 wies starke Sensibilitdt gegenliber TGF-
o-ETA auf. Ein sehr starker antiproliferativer Effekt lie3 sich bei der Zell-

linie chromphi-1 beobachten.

Chromophobe RCC. Durch 10 ng/ml TGF-a-ETA konnte bei keiner der
beiden chromophoben Nierenkarzinomzellinien eine signifikante Reduk-
tion der Zellzahl erzielt werden. Erst eine Konzentrationssteigerung auf
100 ng/ml TGF-a-ETA rief eine maRige Wachstumshemmung beider
Zelllinien hervor. Beide chromophoben hRCC gehdren somit zu den ma-
Rig sensiblen Zellinien gegentber TGF-a-ETA gemal} der hier aufgestell-

ten Gruppenzuordnung.

6.2 Hamatoxylin-Eosin-Fdrbungen: Mitose- und Apoptoserate.

Es wurden pro Zellinie und rekombinantes Toxin jeweils 2000 Zellen nach
Hamatoxylin-Eosin-Farbung lichtmikroskopisch bei einer VergrofRerung
von 1 : 400 ausgezahlt und dabei sowohl apoptotische als auch mitotische

Ereignisse gezahlt. Die Ergebnisse der Zahlung fihrt Tabelle 6-3 auf.

clearCa-2 chromphi-1 | chrompho-B

A M A M A M
Kontrolle| 9,0 3,0 1,5 13 15,5 | 10,5
scFv(FRP5)-ETA | 26,5 35 | 21,5 0 114,5 | 0,5
scFv(225)-ETA| 18,5 5,0 18,5 1,0 27,5 6,5
TGF-a-ETA | 134,0 | 1,5 67 0 40,5 3,0

Tabelle 6-3. Anzahl (%.) von Apoptosen ( = A ) bzw. Mitosen ( = M ) in un-

behandelten (Kontrolle) bzw. mit je 100 ng/ml Toxin behandelten Zellen.
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Enrichmentfaktor. Die Haufigkeit apoptotischer bzw. mitotischer Ereignisse
in Toxin-exponierten Zellinien und den unbehandelten Kontrollen wurde
zueinander in Beziehung gesetzt und als Enrichmentfaktor (EFng) be-
zeichnet. Ein Enrichmentfaktor groRer als 1 zeigt die Zunahme der Apop-
tose- bzw. Mitosehaufigkeit in Toxin-exponierten Zellinien im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle an, ein Enrichmentfaktor kleiner als 1 deren Ab-
nahme. Definitionsgemal} ist der Enrichmentfaktor der Kontrollen gleich

eins. Er errechnet sich nach den Formeln in Abbildung 6-4.

o Apoptosehdufigkeit., ..,
Apoptose — Apoptosehdufigkeit ., ..
- Mitosehdufigkeit ., ...

FMitoxe - . .. .
Mitosehdufigkeit

Kontrolle

Abbildung 6-4. Formeln zur Errechnung der Enrichmentfaktoren (EF) in Toxin-

exponierten bzw. unbehandelten Zellen (Kontrolle).

Die Tabellen 6-4 und 6-5 fuhren die nach o.g. Formeln errechneten En-

richmentfaktoren flr apoptotische bzw. mitotische Ereignisse auf.

EF apoptose clearCa-2 | chromphi-1 |chrompho-B
Kontrolle 1,0 1,0 1,0
scFv(FRP5)-ETA 2,9 14,3 7,4
scFv(225)-ETA 2,1 12,3 1,8
TGF-a-ETA 14,9 44,7 2,6

Tabelle 6-4. Darstellung der Enrichmentfaktoren EFppopese- ZU €rkennen ist die
Zunahme der Apoptosehdufigkeit (EFapoptose > 1) in allen Toxin-exponierten Zellen

im Vergleich zu der Kontrolle (EFapoptose = 1).
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EF mitose clearCa-2 | chromphi-1 [chrompho-B
Kontrolle 1,00 1,00 1,00
scFv(FRP5)-ETA 0,64 0,00 0,05
scFv(225)-ETA 0,91 0,08 0,62
TGF-a-ETA 0,27 0,00 0,29

Tabelle 6-5. Dargestellt sind die Enrichmentfaktoren EF;,se errechnet nach der
Formel in Abbildung 6-4. Zu erkennen ist eine Abnahme der Mitosehdufigkeit
(EFmitose < 1) in allen Toxin-exponierten Zellen im Vergleich zu der unbehandelten
Kontrolle (EFuitose = 1)-

Apoptosen. In den drei untersuchten Zellinien clearCa-2, chromphi-1 und
chrompho-B wiesen die unbehandelten Kontrollen die niedrigste Anzahl
an Apoptosen auf. Nach Toxin-Exposition nahm die Haufigkeit apop-
totischer Ereignisse zu.

In den Nierenzellkarzinomzellinien clearCa-2 und chromphi-1 rief TGF-a-
ETA von allen rekombinanten Toxinen die starkste Zunahme der
Apoptosehaufigkeit hervor; dabei nahm in clearCa-2 die Apoptose-
haufigkeit um etwa das 15-fache (EFapoptose=14,9) bzw. in chromphi-1 so-
gar um das knapp 45-fache (EF apoptose=44,7) im Vergleich zur Kontrolle zu,
wahrend in chrompho-B nur eine Steigerung der Apoptose um einen Fak-
tor von 2,6 erreicht wurde. In clearCa-2 und chromphi-1 zeigte sich eine
zunehmende Apoptoseinduzierbarkeit in aufsteigender Reihenfolge durch
scFv(225)-ETA, scFv(FRP5)-ETA und schlieRlich durch TGF-o-ETA als
potentestem Apoptoseinduktor.

FUr chrompho-B zeigte sich die grofite Induzierbarkeit von Apoptose nach
scFv(FRP5)-ETA-Exposition mit einem Enrichmentfaktor von 7,4.

In allen drei untersuchten Zellinien rief scFv(225)-ETA generell weniger

apoptotische Ereignisse hervor als scFv(FRPS)-ETA. Bei allen Zellinien
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rief TGF-a-ETA mehr Apoptosen hervor als scFv(225)-ETA. scFv(225)-
ETA scheint somit von den untersuchten rekombinanten Toxinen der

schwachste Apoptoseinduktor zu sein.

Mitosen. Alle untersuchten rekombinanten Toxine hatten einen anti-
mitogenen Effekt (EF<1) auf die Tumorzellen:

Bei der Zellinie clearCa-2 wurde die Mitoserate durch TGF-a-ETA auf 27
% der Kontrolle und etwas weniger stark durch scFv(FRP5)-ETA auf 64 %
der Kontrolle reduziert. scFv(225)-ETA bewirkte eine nur geringe Mitose-
hemmung mit einem Enrichmentfaktor von 91 %.

Bei der Zellinie chromphi-1 waren lichtmikroskopisch bei 2000 ausgezahl-
ten Zellen in den mit scFv(FRP5)-ETA bzw. TGF-a-ETA behandelten Zel-
len keine mitotischen Ereignisse mehr nachweisbar; auch scFv(225)-ETA
hatte einen starken antimitogenen Effekt (EFwitse = 0,08).

Far chrompho-B war der starkste antimitogene Effekt durch scFv(FRP5)-
ETA mit einer Reduktion der Mitoserate auf 5 % der Kontrolle auslosbar,
danach weniger stark durch TGF-o-ETA. scFv(225)-ETA reduzierte die

Mitoserate im Vergleich zur Kontrolle am wenigsten.

Die Reduktion der Zellzahl wurde mit dem Ausmal} der Apoptoseinduktion

sowie der Hemmung der Mitoserate korreliert (Tabellen 6-6, 6-7 und 6-8).

60



ERGEBNISSE

clearCa-2 A (%o) M (%o0) | REDUKTION DER ZELLZAHL (%)
Kontrolle 9,0 55 0
scFv(FRP5)-ETA 26,5 3,5 8,1
scFv(225)-ETA 18,5 5,0 0
TGF-a-ETA| 134,0 1,5 43,3

Tabelle 6-6. ClearCa-2. Zwischen der Apoptose- (=A) und Mitosehaufigkeit (=M) zeigt
sich ein Korrelationskoeffizient von -0,93. Die Apoptoserate und die Reduktion der
Zellzahl im MTT sind mit 0,99, die Mitosefrequenz und die Reduktion der Zellzahl

gegenlaufig mit -0,95 miteinander korreliert.

chromphi-1 A (%o) M (%o0) | REDUKTION DER ZELLZAHL (%)
Kontrolle 1,5 13,0 0
scFv(FRP5)-ETA 21,5 0 49,2
scFv(225)-ETA 18,5 1,0 27,5
TGF-a-ETA 67,0 0 61,7

Tabelle 6-7. Chromphi-1. Zwischen der Apoptose- und Mitosehaufigkeit zeigt sich ein
Korrelationskoeffizient von -0,64. Die Apoptoserate und die Reduktion der Zellzahl im
MTT sind mit 0,86, die Mitosefrequenz und die Reduktion der Zellzahl gegenlaufig mit

-0,89 miteinander korreliert.

chrompho-B A (%o) M (%o0) | REDUKTION DER ZELLZAHL (%)
Kontrolle 15,5 10,5 0
scFv(FRP5)-ETA| 1145 0,5 37,4
scFv(225)-ETA 27,5 6,5 20,2
TGF-a-ETA 40,5 3,0 24,6

Tabelle 6-8. Chrompho-B. Die Apoptose- und die Mitosenrate wiesen einen
Korrelationskoeffizienten von -0,85 auf. Zwischen Apoptoserate und Reduktion der
Zellzahl im MTT zeigte sich ein Korrelationskoeffizient von 0,85. Mitosefrequenz und

Reduktion der Zellzahl sind mit -0,98 miteinander gegenlaufig stark korreliert.
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6.3 Cell death detection ELISAP-US®

Die Abbildungen auf Seite 63 zeigen die zeitliche Entwicklung der Extink-
tionen nach ABTS®-Substratzugabe zum Zeitpunkt t = 00:00 (Mittelwerte
der korrigierten doppelbestimmten Readerwerte, Ordinate) fur die drei un-
tersuchten Zelllinien clearCa-2, chromphi-1 und chrompho-2. Auf der Abs-
zisse ist die Reaktionsdauer dargestellt. Die Extinktion wurde zu sechs
Zeitpunkten bestimmt, frihestens nach 3 Minuten, spatestens nach 22
Minuten. Dadurch wurde flir den MefRzeitpunktbereich eine lineare Be-
ziehung der Reaktionskinetik gewahrleistet.

Die Mittelwerte der korrigierten Extinktionswerte Toxin-exponierter Zellen
(Mexponiert) Wurden zu den Mittelwerten der korrigierten Extinktionswerte der
unbehandelten Zellen (Mkontrolie) in Beziehung gesetzt. Man erhalt dadurch
einen Enrichmentfaktor als Mal flr das Verhaltnis der Apoptosehaufigkeit
in behandelten Zellinien im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle
(Abbildung 6-5):

exp oniert

Enrichmentfaktor =

Kontrolle

Abbildung 6-5. Enrichmentfaktor.

Die Verlaufe der Enrichmentfaktoren sind graphisch fur jeden Zeitpunkt
der Messung in den Abbildungen auf Seite 65 dargestellt.

Vergleichbare Enrichmentfaktoren wurden dem MelRzeitpunkt t = 17:17
Minuten entnommen, da hier aufgrund des annahernd parallelen Verlaufs
der Enrichmententwicklung zur Abszisse, wie aus den Abbildungen auf
Seite 65 ersichtlich, bei allen Zellinien eine lineare Reaktionskinetik
anzunehmen war. Der Enrichmentfaktor der Kontrolle ergibt sich aus

obiger Formel mit EFkontrolle = 1.
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clearCa-2. Es zeigt sich eine Konzentrationsabhangigkeit der Apoptosein-
duktion fur alle rekombinanten Toxine: Das starkste Enrichment zeigte
sich bei 100 ng/ml TGF-a-ETA (EF~11), etwa nur halb so grof3 war der
Effekt durch 10 ng/ml TGF-a-ETA (EF~5). Ein Enrichmentfaktor von etwa
7,5 wurde durch 100 ng/ml und von etwa 2,5 durch 10 ng/ml scFv(225)-
ETA hervorgerufen. 100 ng/ml scFv(FRPS)-ETA rief eine Steigerung der
Apoptoserate um etwa das 4-fache hervor. Bei 10 ng/ml scFv(FRP5)-ETA
war das Enrichment kaum groRer als in der Kontrolle. Selbst 10 ng/ml
TGF-a-ETA induzierten eine hdhere Steigerung der Apoptoserate als 100
ng/ml scFv-(FRP5)-ETA. TGF-a-ETA hatte auf clearCa-2 den starksten
Apoptose-induzierenden Effekt, wahrend scFv(FRP5)-ETA den geringsten
Effekt zeigte. scFv(225)-ETA lag in der Wirksamkeit zwischen beiden

Substanzen.

chromphi-1. Wie auch bei clearCa-2 zeigte sich die hdchste Steigerung
der Apoptoserate bei chromphi-1 durch 100 ng/ml TGF-a-ETA (EF~15)
sowie durch 10 ng/ml TGF-a-ETA (EF~11). Fir 100 ng/ml scFv(FRP5)-
ETA und 100 ng/ml scFv(225)-ETA (EF~7) zeigten sich ungefahr gleiche
Enrichmentfaktoren. Niedrige Enrichmentfaktoren von 1 bis 2 zeigten sich
bei 10 ng/ml scFv(FRP5)-ETA und auch scFv(225)-ETA. Auch flr chrom-
phi-1 schien TGF-a-ETA der potenteste Apoptoseinduktor zu sein, wah-
rend 100ng/ml scFv(FRPS)-ETA bzw. scFv(225)-ETA sogar einen deutlich
geringeren Effekt hervorriefen als 10 ng/ml TGF-a-ETA. Bemerkenswert
ist die relativ starke Induktion von Apoptose durch die niedrige TGF-a-

ETA-Konzentration.
chrompho-B. Es zeigten sich keine wesentlichen Unterschiede der Enrich-

mentfaktoren zwischen der Kontrolle und den behandelten Zellen, der En-

richmentfaktor lag ungefahr bei 1.
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6.4 Westernblot-Analyse

Der ERBB-2-Rezeptorstatus wurde bei vier klarzelligen, vier chromophilen
und einer chromophoben Nierenzellkarzinomlinie mittels Westernblot be-
stimmt. Die mittels verstarkender Chemolumineszenz-Technik (ECL) visu-

alisierten Proteinbanden sind in Abbildung 6-6 dargestellt.

D |
® ®
0 O
| . -
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B |
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Abbildung 6-6. ERBB-2-Rezeptorexpression im Westernblot. Die Zellinie A431 wurde
als Positivkontrolle verwendet.

Das gesuchte Protein ERBB-2 ist in unterschiedlicher Auspragung in allen
untersuchten Zellinien vorhanden. Bei gleicher Gesamtproteinmenge ist
eine semiquantitative Bestimmung der ERBB-2-Rezeptormenge durch
Vergleich der Bandenstarke moglich. Die starkste Expression findet sich in
den Zellinien clearCa-2, -4 und -6 sowie bei chromphi-3 und -4, wahrend

die Expression in den Ubrigen Zellinien geringer ausgepragt ist. Ein quanti-
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tativer Zusammenhang zwischen dem Ausmal} der ERBB-2-Rezeptorex-

pression und der Reduktion der Zellzahl durch das an den ERBB-2-
Rezeptor bindende scFv(FRP5)-ETA lie® sich jedoch nicht erkennen (vgl.
Abbildung 6-1, S. 49).

6.5 Zusammenfassung der Ergebnisse

1.

Die untersuchten Nierenzellkarzinomzellinien reagieren auf Exposi-
tion gegenuber den untersuchten rekombinanten Toxinen mit einer
Reduktion ihrer Zellzahl, Steigerung der Apoptosehaufigkeit sowie

einer Reduktion der Mitosefrequenz.

Es besteht eine Heterogenitat in der Reaktion zwischen den ver-
schiedenen rekombinanten Toxinen und den einzelnen Zellinien,
ohne dal die histologische Zuordnung der Zellinien eine Voraus-

sage Uber das Reaktionsausmal ermdglicht.

Das Ausmal von Zellwachstumshemmung, Apoptoseinduktion und
Hemmung der Mitosefrequenz korrelieren eng miteinander und sind

abhangig von der Dosis der untersuchten rekombinanten Toxine.

Der ERBB-2-Rezeptor ist in allen untersuchten Zellinien in unter-
schiedlicher Auspragung vorhanden, wobei sich jedoch kein quanti-
tativer Zusammenhang zwischen dem Ausmal} der ERBB-2-Rezep-
torexpression und der Reduktion der Zellzahl durch das an den
ERBB-2-Rezeptor bindende scFv(FRPS5)-ETA erkennen laft.
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7 Diskussion

In Anbetracht der schlechten Prognose und der eingeschrankten Thera-
pieoptionen bei metastasierten Nierenzellkarzinomen sollte mit der vorlie-
genden Arbeit die in vitro-Empfindlichkeit von Nierenzellkarzinomen ge-
genuber rekombinanten Toxinen untersucht werden. Dazu wurde die
Sensibilitdt menschlicher Nierenzellkarzinomzellinien gegenitber drei
neuen rekombinanten Toxinen Uberpruft, die an die Zellmembranrezepto-
ren EGF-R und ERBB-2-Rezeptor binden.

Die untersuchten Nierenzellkarzinomlinien zeigten dabei ein heterogenes
Reaktionsmuster. Das Spektrum der Zellwachstumshemmung reichte von
resistent auf der einen bis hin zu einer Zellwachstumshemmung um mehr
als 50% auf der anderen Seite. Die mdglichen Ursachen dafir werden im

folgenden diskutiert:

Sind Zellmembranrezeptoren fir die Toxinwirkung notwendig?

Voraussetzung fiur die Vermittlung zytotoxischer Effekte durch Pseudo-
monas-Exotoxin-A ist die Aufnahme des Toxins in die Zelle. Diese Interna-
lisierung wird bei den untersuchten rekombinanten Toxinen durch ihre
Bindung an die Zellmembranrezeptoren EGF-R bzw. ERBB-2 vermittelt.
Ein um die Bindungskomponente geklrztes rekombinantes Toxin
hingegen kann nicht durch die Zellmembran gelangen (Wels et al., 1992;
Wels et al., 1995). Das Vorhandensein eines entsprechenden Rezeptors
muf} deshalb prinzipiell als Voraussetzung fur die Internalisierung angese-

hen werden.
Inwieweit erfiillen die untersuchten Nierenzellkarzinomzellen dieses

Kriterium? Gibt es quantitative Unterschiede in der Rezeptorauspra-

gung der einzelnen Zellinien?
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EGF-Rezeptor. In humanen Nierenzellkarzinomen wird eine Uberexpres-
sion von EGF-Rezeptor-mRNA (Freeman et al., 1989) bis zum dreifachen
des nicht-tumordsen Nierengewebes beschrieben (Mydlo et al., 1989). Die
meisten nicht-papillaren Nierenzellkarzinome Uberexprimieren dabei so-
wohl die Gene fir den EGF-Rezeptor als auch fir seinen Liganden, TGF-
o (Ishikawa et al., 1990, Gomella et al., 1989; Sargent et al., 1989). Im
Vergleich zu soliden, gemischten oder sarkomatoiden Tumoren zeigen
papillare Tumoren eine signifikant niedrigere EGF-R-Expression (Uhlman
et al., 1995).

ERBB-2-Rezeptor. Bezuglich der Auspragung von ERBB-2-Rezeptoren in
Nierenzellkarzinomen gibt es divergente Beobachtungen. Stumm et al.
beobachtete auf Proteinebene eine Uberexpression von erbB2, wobei die-
se Uberexpression statistisch signifikant mit einem héheren Tumorgrad
korreliert war. Eine Amplifikation von ERBB-2-Genen konnte jedoch nicht
nachgewiesen werden (Stumm et al., 1996).

In Untersuchungen von Freeman et al. war die ERBB-2-Genexpression in
allen untersuchten menschlichen Nierenzellkarzinomzelllinien niedriger als
in nicht-tumorésem Gewebe, eine Amplifikation des ERBB-2-Gens konnte
nicht nachgewiesen werden (Freeman et al., 1989). Interessant sind in
diesem Zusammenhang auch Arbeiten, in denen sich in klarzelligen
Nierenzellkarzinomlinien sogar signifikant niedrigere ERBB-2-mRNA-Level
zeigten als in dem nicht-tumorosem Nierengewebe der gleichen Patienten.
Bei den chromophilen und chromophoben Nierenzellkarzinomlinien waren
keine signifikanten Unterschiede in der Auspragung von ERBB-2-mRNA
im Vergleich zu nicht-tumordser Niere feststellbar (Rotter et al., 1992). In

keiner Zellinie wurde eine ERBB-2-Amplifikation gefunden.
Einige Autoren beobachteten eine inverse Korrelation zwischen dem EGF-

Rezeptor und der ERBB-2-mRNA-Expression mit hohen EGF-R-Spiegeln
und niedriger ERBB-2-Genexpression (Weidner et al., 1990). In anderen
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Arbeiten war hingegen eine Co-Uberexpression von ERBB-2 und EGF-R
signifikant mit einer Metastasierung vergesellschaftet (Stumm et al., 1996).

Alle in dieser Arbeit untersuchten Nierenzellkarzinome weisen in unter-
schiedlichem Ausmaly die Expression von EGF-Rezeptorproteinen auf
(Ramp et al., 1997, u.a.). Zudem konnte in den im Rahmen dieser Arbeit
durchgefuhrten Westernblot-Analysen in allen untersuchten Zellinien in
unterschiedlicher Auspragung das Vorhandensein des Zellmembranrezep-
tors ERBB-2 nachgewiesen werden. Zusammenfassend kann man also
sagen, dall nach Analyse des EGF-R- und ERBB-2-Rezeptor-Status alle
in dieser Arbeit untersuchten Zellinien Uber die notwendige Voraussetzung
verfugen, die Toxine an Membranrezeptoren binden und damit internali-
sieren zu kénnen. Eine Korrelation zwischen der EGF-R- bzw. ERBB-2-
Auspragung auf Proteinebene und der Sensibilitat der Tumorzellen auf die
untersuchten rekombinanten Toxine ergab sich in den hier durchgefuhrten
Untersuchungen jedoch nicht. Die genannten Rezeptoren scheinen somit
zwar eine qualitativ notwendige Voraussetzung fir die Wirkung von re-
kombinanten Toxinen zu sein, erlauben aufgrund der Quantitat ihrer Aus-
pragung jedoch keine Vorhersage uUber das Reaktionsausmald der

Zellinien gegenuber den untersuchten Toxinen.

Welche Rolle spielt die rezeptorbindende Komponente des rekombi-
nanten Toxins?

Eine bedeutende Rolle fur das Ausmal’ der Wachstumshemmung der Nie-
renzellkarzinomzellen scheint die rezeptorbindende Komponente der un-
tersuchten rekombinanten Toxine zu spielen, wobei die Bindungsaffinitat
des Toxins an den Rezeptor sowie die Aktivierung des Rezeptors durch

seinen Liganden von Bedeutung ist:

Bindungsaffinitat. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, da® TGF-a-ETA

im Vergleich zu den anderen Toxinen die hochste Wachstumshemmung
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durch eine Apoptoseinduktion sowie durch eine Hemmung der Prolifera-
tion mit Abnahme der Mitoserate hervorruft. scFv(225)-ETA, welches am
gleichen Rezeptor wie TGF-a-ETA bindet, war bei vergleichbarer Dosis in
keinem der durchgefuhrten Versuche starker wirksam als TGF-a-ETA.
Méglicherweise besitzt TGF-a-ETA (welches den natirlichen Liganden
beinhaltet) zu dem EGF-Rezeptor eine hdhere Bindungsaffinitat als scFv-
(225)-ETA (Fan et al., 1993; Wels et al., 1995). Da sowohl scFv(225)- als
auch TGF-a-ETA mit tumoreigenem EGF um die Bindung an dem EGF-
Rezeptor kompetitieren, kann TGF-a-ETA als Toxin mit einer hoheren
Bindungsaffinitat mehr Rezeptoren als scFv(225)-ETA besetzten und da-

durch auch in gréRerer Menge in die Zellen aufgenommen werden.

Aktivierung. Neben der Affinitat des rekombinanten Toxins zu seinem
Rezeptor moduliert auch die Interaktion des Toxins mit dem Rezeptor
selbst das Ausmal der Zellantwort. TGF-o-ETA ist das einzige der unter-
suchten rekombinanten Toxine, welches den Rezeptor aktiviert. TGF-a,
und vermutlich auch TGF-a-ETA, scheint nach Aufnahme in die Zelle sehr
schnell in den Endosomen degradiert zu werden, so dal} eine schnelle
Ruckkehr des Rezeptors an die Zelloberflache mdglich ist — der Rezeptor
steht dann als Rezeptor fur weitere Toxinmolekile zur Verfugung. Es
resultiert ein schneller Rezeptorumsatz mit beschleunigter Toxin-
internalisation. Auflerdem vermdgen TGF-o (und mdglicherweise auch
TGF-a-ETA) eine Zunahme von EGF-R-mRNA und somit auch der EGF-
Rezeptordichte hervorzurufen (Atlas et al., 1992), die bei Toxinuberschuf®
im Extrazellularraum zusatzlich die verstarkte Wirksamkeit von TGF-o-
ETA im Vergleich zu scFv(225)-ETA erklaren konnte. Im Gegensatz dazu
werden EGF und moglicherweise auch scFv(225)-ETA in den spaten
Lysosomen degradiert, so da® der Ligand-Rezeptorkomplex im Vergleich
zu TGF-a-ETA verlangert intrazellular resident ist und der Rezeptorumsatz

deutlich geringer ist (Hamel et al., 1997).
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Welche Rolle kdonnte der Elongation-Faktor-2 fiir das unterschied-
liche Reaktionsmuster der Tumorzellinien spielen?

Aus der Literatur ist bekannt, da® das Exotoxin-A von Pseudomonas-aeru-
ginosa-Bakterien in Zellen verschiedener Spezies Uber eine ADP-Ribo-
sylierung des Elongationsfaktors-2 Apoptosen oder Apoptose-ahnliche
Phanomene hervorrufen kann, wobei der Mechanismus des apoptotischen
Zellunterganges bisher unklar ist.

Mit dieser Arbeit konnte dieses Phanomen auch flir zusammengesetzte
rekombinante Toxine, die ETA enthalten, nachgewiesen werden: Unab-
hangig von ihrer rezeptorbindenden Komponente haben alle untersuchten
rekombinanten Toxine nach Internalisierung in unterschiedlichem Ausmalf}
zu einer Induktion von Apoptosen geflihrt. Eine Erklarung fir das unter-
schiedliche Verhalten der untersuchten Nierenzellkarzinomzellinien kdnnte
auch in dem komplexen Regelkreislauf um den Elongationsfaktor-2 (EF-2)
zu suchen sein: So resultiert eine Phosphorylierung des EF-2 durch ETA
in einer kompletten Inaktivierung des Translationssystems (Ryazanov et
al., 1989). Phosphorylisiertes EF-2 kann zusatzlich auch die Aktivitat von
nicht-phosphoryliertem EF-2 inhibieren (Ryazanov et al., 1988). Die Inakti-
vierung von EF-2 durch Pseudomonas-Exotoxin-A ist auf die Prasenz
eines post-transitionell modifizierten Histidin-Restes, genannt Diphthamid
(2-[3-Carboxyamido-3-(trimethylammonio)propyl]histidin) (Chen et al.,
1988), angewiesen. EF-2 kann solange nicht phosphorylisiert werden, wie
Histidin nicht modifiziert ist (Foley et al., 1995). Dabei ist Diphtamid gleich-
zeitig notwendig fur die Phosphorylierung und auch selbst der Ort der
Phosphorylierung (Phan et al., 1993).

Auch Mutationen des EF-2 scheinen bei verschiedenen Tumoren eine
nicht unbedeutende Rolle zu spielen und konnten auch fur Nierenzellkar-
zinome eine Erklarung fur das unterschiedliche Ansprechen auf die
untersuchten rekombinanten Toxine bieten: So beschrieben Foley at al.

bei Hamster-Ovar-Zellinien Punktmutationen in Toxin-resistenten Allelen
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von EF-2. Diese Mutationen fuhrten zu Aminosaurensubstitutionen an
mehreren Positionen, wobei alle Mutationen die Biosynthese von Diphth-
amid verhinderten (Foley et al., 1995). Trotz EF-2-Expression schien die
katalytische Funktion von EF-2 dadurch deutlich vermindert oder auf-
gehoben zu sein. Es ware deshalb zu Uberprifen, ob moglicherweise auch
in einigen Nierenzellkarzinomzellinien EF-2-Mutationen vorliegen, die die

Empfanglichkeit fur eine ETA-Blockade herabsetzen.

Lassen sich Vorhersagen bezuglich der Empfindlichkeit von Nieren-
zellkarzinomen gegenuber rekombinanten Toxinen machen?

In allen untersuchten Zellinien konnte durch die in dieser Arbeit untersuch-
ten rekombinanten Toxine die Apoptosefrequenz dosisabhangig gesteigert
werden. Gleichzeitig nahm ausnahmslos die Mitoserate ab. Beobachtet
man bei Tumoren generell eine Verschiebung des Apoptose-Mitosever-
haltnisses zugunsten der Mitoserate, so konnte hier durch den Einsatz von
rekombinanten Toxinen dieses Verhaltnis wieder in Richtung Apoptose
verschoben und so eine Reduktion der Tumorzellzahl in vitro erzielt
werden. Apoptoseinduktion, Reduktion der Mitoserate und Reduktion der
Tumorzellzahl waren dabei so eng miteinander korreliert, dal® es moglich
scheint, in Kurzzeitkulturen von Nierenkarzinomzellen das individuelle An-
sprechen auf die rekombinanten Toxine auszutesten, bevor sie klinisch

eingesetzt werden.

Lasst sich in Abhangigkeit von dem histologischen Typ der Nieren-
zellkarzinomzellinien eine Vorhersage fir das Ansprechen gegeniber
den untersuchten Toxinen machen?

Der histologische Typ der Nierenzellkarzinome a3t keine generelle Vor-
aussage Uber die Sensibilitdt gegenuber bestimmten rekombinanten
Toxinen zu. Die hier vorliegenden Untersuchungen zeigen jedoch, dal}
viele Nierenzellkarzinome prinzipiell sensibel gegentber der Therapie mit

den hier vorgestellten rekombinanten Toxinen sind.
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ZUSAMMENFASSUNG

Zusammenfassung der Arbeit

FUr das metastasierende Nierenzellkarzinom existiert zum gegenwartigen
Zeitpunkt kein etabliertes Therapieschema. In Anbetracht der schlechten
chirurgischen Therapiemoglichkeiten, ihrer hohen Strahlenresistenz und
bisher nur minimaler Erfolge in der konventionellen Chemotherapie sollte
mit der vorliegenden Arbeit in in vitro-Versuchen die Empfindlichkeit
menschlicher Nierenzellkarzinomzellinien gegenuber den rekombinanten
Toxinen scFv(FRP5)-ETA, scFv(225)-ETA und TGF-a-ETA untersucht
werden, die an den EGF-Rezeptor oder ERBB-2-Rezeptor an der Zell-

membran binden.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dal} viele Nierenzellkarzinome -
unabhangig von ihrem histologischen Typ - auf die untersuchten rekombi-
nanten Toxine mit einer signifikanten Reduktion ihrer Zellzahl reagieren,
die wahrscheinlich nicht nur auf eine Zellwachstumshemmung, sondern
gleichzeitig auf einen vermehrten Zelluntergang uber die Induktion von
Apoptose durch die Toxine zurlckzuflhren ist.

Rekombinante Toxine kdnnten deshalb Chancen in der Therapie metasta-
sierender Nierenzellkarzinome bieten. Da die Bestimmung der Rezeptor-
dichte keine Vorhersagen zum Ansprechen der Tumoren auf eine
Exposition gegenltber rekombinanten Toxinen erlaubt, mifte Uberpruft
werden, ob vor einem klinischen Einsatz der Toxine in Kurzzeitkulturen die
individuelle Empfanglichkeit eines Tumors bestimmt werden kann. Denk-
bar ware auch der adjuvante Einsatz von rekombinanten Toxinen nach
chirurgischer Intervention zur Zellwachstumshemmung einzelner Tumor-

zellen bzw. Mikrometastasen.

(Prof. Dr. C. D. Gerharz) (A. G. Grund)
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