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Einleitung

Die Therapie des humanen Nierenzellkarzinoms ist trotz vieler Fortschritte in der
modernen Chemotherapie anderer Tumortypen weiterhin problematisch. Dies liegt
vor allem an der hohen Resistenz der Nierenzellkarzinome gegeniiber struktu-
rell und funktionell vollig verschiedenen Chemotherapeutika. Bisher liegen noch
wenige Ergebnisse zu in-vitro-Untersuchungen und noch weniger klinische Da-
ten zum Ansprechen des humanen Nierenzellkarzinoms auf das Chemothera-
peutikum Paclitaxel (Taxol®) vor. Fiir diese Arbeit wurde in diesem Zusam-
menhang untersucht, inwieweit die Expression und Funktion der Multidrug-
Resistance-Mechanismen P-Glykoprotein und Multidrug-Resistance-Associated-
Protein 1 (MRP1) in humanen Nierenzellkarzinomzelllinien fiir ihr Resistenzver-

halten gegeniiber Paclitaxel (Taxol®) verantwortlich sein konnen.
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Das Nierenzellkarzinom

Das Nierenzellkarzinom gehort (neben Nierenadenom und Nierenonkozytom)
zu den epithelialen Tumoren der Niere. Es macht 85 % der bosartigen Nierenge-
schwiilste und 3 % aller bosartigen Tumoren {iberhaupt aus. Es kann sporadisch
und seltener auch im Zusammenhang mit einem von-Hippel-Lindau-Syndrom,

einer autosomal-rezessiven Himangiomatose, auftreten.

Die Inzidenz des humanen Nierenzellkarzinoms betrdagt 4,1 — 5,6/100000/Jahr
und steigt mit jeder Lebensdekade. Der Haufigkeitsgipfel liegt in der 6. Dekade
[Mostofi, 1981]. Das Verhiltnis von Médnnern zu Frauen betragt 2:1.

Die Pathogenese des humanen Nierenzellkarzinoms ist noch nicht endgiiltig ge-
sichert. Ubergewicht [Chow et al., 1996] und Bluthochdruck [Muscat et al., 1995]
scheinen eine Rolle zu spielen. Ob auch Nikotin kausal an der Entstehung des Nie-
renzellkarzinoms beteiligt ist, wird kontrovers diskutiert [Fischer, 1999]. Im Rah-
men der International Renal Cell Cancer Studie konnten Mandel et al. [1995] ei-

ne erhohte Inzidenz bei Arbeitern in der Hochofen- oder Koksofen-Industrie, der
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Eisen- und Stahlindustrie, sowie bei Asbest- und Losemittelexposition nachweisen.
Zudem konnten van den Berg et al. [1993] zeigen, dass charakteristische Chromoso-
menaberrationen eine wichtige Rolle in der Tumorprogression spielen und mit dem
histologischen Subtyp (siehe unten) des Tumors korrelieren. Dabei spielt bei klarzel-
ligen Nierenkarzinomen vor allen Dingen eine funktionelle Beeintrachtigung oder
ein Verlust des kurzen Arms des Chromosoms 3 eine entscheidende Rolle. Weite-
re diskutierte Faktoren, die bei der Tumorprogression eine Rolle spielen, sind die
Proto-Onkogene bcl-2, HER-2/neu sowie die Tumorsuppressorgene p53, Retinob-
lastomgen, NM23, p16, p21 u. a. Jedoch konnte bisher noch kein tibergreifendes
Tumormodell etabliert werden, das zytogenetische und molekularbiologische Er-
kenntnisse integriert und somit die Onkogenese dieses Tumors beschreiben konnte

[Fischer, 1999].

Makroskopie

Haufig hat das Nierenzellkarzinom bei Diagnosestellung schon eine Grofse von 3
- 15 cm im Durchmesser und nimmt einen Nierenpol ein. Speziell klarzellige Nie-
renkarzinome zeigen eine gelbe Eigenfarbe, die aufgrund des hohen Fettgehalts der
Tumorzellen zustande kommt. Zusétzlich zeigt die Schnittflache zahlreiche Nekro-
sen, Blutungen und Verkalkungen. Erst bei einem fortgeschrittenen Stadium ist ein
Einbruch in die Nierenvene, in das perirenale Fettgewebe oder das Nierenbecken

zu beobachten.

Zytogenetische Einteilung

Aufgrund zytogenetischer Untersuchungen lassen sich Nierenzellkarzinome in
klarzellige (nicht-papilldre), papillire und chromophobe Formen einteilen [Kovacs,

1994], mit jeweils charakteristischen zytogenetischen Phdnomenen (siehe Tabelle 1).
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Tabelle 1: Genotypen des Nierenzellkarzinoms (nach Fischer [1999])

Genotyp Haufigkeit  Zytogenetische Phanomene
Klarzellig 80 % 3p-Verlust, Trisomie (5q)
Papillar 10 % Trisomie (7,17), Y-Verlust, u. a.

Chromophob 5% 13-,17-,21-Verluste u. a.

Die friiher beschriebene onkozytire Form wird wegen der fehlenden Metastasie-

rung heute nicht mehr zu den Nierenzellkarzinomen gerechnet.

Histogenetische Einteilung

Nierenzellkarzinome gehen von verschiedenen Anteilen des Nephrons aus und ha-
ben entsprechende immunhistochemische Merkmale. Von den verschiedenen Klas-

sifikationsschemata hat sich das folgende bewéhrt [Thoenes et al., 1986]:

Klarzelliger Typ  Dies ist mit 80 % der hédufigste Typ. Er entwickelt sich aus proxi-
malen Tubulusanteilen. Die grofien Zellen und das durch den hohen Anteil von
Glykogen klare Zytoplasma vermitteln einen pflanzenzellartigen Aspekt. Zytoge-
netisch fallen zahlreiche chromosomale Verdnderungen auf, insbesondere struktu-
relle Abnormalititen des Chromosoms 3p [van den Berg et al., 1993]. Bei solidem
Wachstumsmuster zeigt sich eine hohe maligne Potenz, bei den zystischen Formen

ist die Metastasierungsneigung geringer.

Chromophilzelliger Typ. Er macht 10 % aller Nierenzellkarzinome aus und ent-
stammt ebenfalls aus proximalen Tubulusanteilen. Man unterscheidet Formen mit
basophilem und eosinophilem Zytoplasma. Das Wachstumsmuster ist iiberwiegend

tubulo-papilldr. Neben dem Primartumor findet man hdufig Vorlduferldsionen in
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Form von papilldren Epithelverbanden, die als papillire Adenome bezeichnet wer-

den.

Chromophobzelliger Typ. Dieser mit 5 % seltene Typ geht von Zellen der Schalt-
stiicke des Sammelrohrs aus, die sich von der Ureterknospe ableiten. Das Zytoplas-
ma ist transparent und feinretikulédr. Die Tumorzellen zeigen ein solides Wachstums-
muster. Das Zytoskelett ist im Gegensatz zum klarzelligen und chromophilen Typ

nur zytokeratinhaltig und zeigt keine Vimentinexpression.

Die iibrigen Typen des humanen Nierenzellkarzinoms (Ductus Bellini-Typ, metane-
phroider und neuroendokriner Typ) spielen zahlenméfiig nur eine untergeordnete
Rolle, zeichnen sich aber zum Teil durch eine sehr schlechte Prognose mit geringer

Uberlebenswahrscheinlichkeit aus.

Pathologische TNM-Klassifikation

Die herkémmliche Einteilung nach Robson ist zugunsten der TNM-Klassifikation
(siehe Tabelle 2) verlassen worden, weil die Robson-Einteilung keine Unterschei-
dung zwischen Lymphknoteninfiltration und Nierenveneninfiltration erlaubt. An-
zumerken ist, dass im Vergleich zur vorangegangenen Version des TNM-Systems
nun der T1-Kategorie Tumorgrofien bis 7 cm (anstatt frither 2,5 cm) zugerechnet
werden, wobei bereits vorgeschlagen wurde, diese Kategorie in Tla (<4 cm) und
T1b (4 — 7 cm) zu unterteilen [Fischer, 1999]. Tumorvolumen, Tumorgrad, N- und

M-Kriterien korrelieren gut mit der Prognose (siehe Tabelle 3).

Klinik und Diagnose

Der klassische Trias aus Hamaturie (40 %), palpablem Tumor (30 %) und Schmer-

zen (40 %) wird in nur 10 % der Félle gesehen. Weitere unspezifische Symptome
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Tabelle 2: Klinische TNM-Klassifikation des humanen Nierenzellkarzinoms (5

1997)
T TX Primértumor kann nicht beurteilt werden
TO Kein Anhalt fiir Primartumor
T1 Tumor 7 cm oder weniger in groRter Ausdehnung,
begrenzt auf die Niere
T2 Tumor mehr als 7 cm in grof3ter Ausdehnung, begrenzt
auf die Niere
T3 Tumor breitet sich in gréRereren Venen aus oder infiltriert
Nebenniere oder perirenales Gewebe, jedoch nicht tiber
die Gerota-Faszie hinaus
T3a Tumor infiltriert Nebenniere oder perirenale Fettkapsel,
aber nicht tGber Gerota-Faszie hinaus
T3b  Tumor mit makroskopischer Ausbreitung in
Nierenvene(n) oder V. cava unterhalb des Zwerchfells
T3c  Tumor mit makroskopischer Ausbreitung in V. cava
oberhalb des Zwerchfells
T4  Tumor infiltriert Gber Gerota-Faszie hinaus
N NX  Regionare Lymphknoten kdnnen nicht beurteilt werden
NO  Keine regiondren Lymphknotenmetastasen
N1 Metastase in einem regionaren Lymphknoten
N2 Metastase in mehr als einem regionaren Lymphknoten
M MX  Fernmetastasen kdnnen nicht beurteilt werden
MO  Keine Fernmetastasen
M1  Fernmetastasen

. Auflage,
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Tabelle 3: Fiinf-Jahres-Uberlebensraten abhangig vom Tumorstadium und Lymphknoten-

staging (nach Hermanek 1990)

pT- 5-Jahres- pN- 5-Jahres-

Stadium  Uberlebens- Stadium  Uberlebens-
rate (%) rate (%)

T1-2 86 NO 74

T3a 64 N1 18

T3b 41 N2 20

T4 16 N3 0

sind Gewichtsverlust (36 %), Fieber (20 %), Hypertonie (5 %), Polyglobulie
(Erythropoetin) oder Hyperkalzamie. Weiterhin finden sich gelegentlich eine
hepatische Dysfunktion (Stauffer-Syndrom mit Hepatosplenomegalie, Anstieg
des a»-Globulins, verldngerte Prothrombinzeit, Hypoprothrombindmie, erhohte
alkalische Phosphatase und erhohtes Bilirubin), Feminisierung mit Gyndkomastie
oder Virilisierung, Andmie, Neuromyopathie oder Amyloidose [Hautmann and

Huland, 1997, Eichenauer and Vanherpe, 1996].

Das humane Nierenzellkarzinom metastasiert vor allem in Lunge (55 %), Lymph-
knoten (34 %), Leber (33 %) und Skelett (32 %). Weitere Metastasierungsorte sind
kontralaterale Niere, Nebennieren und ZNS. Dabei finden sich in 97 % der Fille

multiple Metastasen.

Diagnostiziert wird das Nierenzellkarzinom mit Hilfe der Ultraschalldiagnostik
(die eine gute Differenzierung zur Nierenzyste erlaubt und sich als Screeningmetho-
de anbietet) und der Computertomografie, mit der neben der Differenzierung zur

Nierenzyste auch ein zuverldssiges Staging gelingt. In der Magnetresonanztomo-
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grafie kann insbesondere die sagittale Ausdehnung des Tumors ein Tumoreinbruch
in die Vena cava beurteilt werden. Mit Hilfe der Ganzkorperszintigrafie konnen

schliefilich Knochenfiliae nachgewiesen werden.

Therapiemoglichkeiten

Das lokalisierte Nierenzellkarzinom, d. h. das Stadium T1 bis T3MO0, wird durch eine
radikale Tumornephrektomie behandelt. Dazu gehort die Exstirpation der Niere
mitsamt der Fettkapsel, der Gerota Faszie und der regiondren Lymphknoten. Die
routineméflige Entfernung der Nebenniere ist aufgrund der hohen Sensitivitit
der Computertomografie nicht mehr zwingend erforderlich [Gill et al., 1994]. Der
Zugangangsweg wird je nach der Situation durch einen Rippenbogenrandschnitt
retroperitoneal oder durch einen Transrektalschnitt transperitoneal gewdhlt. Ein
eventueller Tumorthrombus in der Nierenvene oder der Vena cava wird mit-
entfernt, wobei wegen der hoheren Operationsletalitit eine Fernmetastasierung
ausgeschlossen sein muss. Die Fiinfjahresiiberlebensrate ist in diesen Stadien
trotz der radikalen Tumornephrektomie dennoch nicht besser als 50 - 80 % [Fi-
scher, 1999]. Bei kleinen Nierentumoren (bis etwa 4 cm) werden auch mit einer
Heminephrektomie befriedigende Ergebnisse erzielt, allerdings liegt die Rate der
Lokalrezidive mit ca. 10 % hoher als bei der radikalen Tumornephrektomie mit 2 —

3 %.

Das metastasierende Nierenzellkarzinom liegt heute noch bei 13 % aller Patienten bei
Erstdiagnose vor [Fischer, 1999]. Dieser Anteil lag vor Einfithrung des Ultraschalls
noch bei etwa 30 %. Dennoch werden bei etwa 30 % der Patienten mit vermeintlich

kurativer Tumornephrektomie innerhalb von fiinf Jahren Fernmetastasen nachge-
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wiesen. Der Verlauf des metastasierten Nierenzellkarzinoms ist uneinheitlich. Wah-
rend mehr als 80 % der Patienten schon innerhalb eines Jahres versterben, leben
andere mit Metastasen fiinf Jahre oder linger. Eine Entfernung des Primartumors
erfolgt nach klinisch manifester, erfolgter Metastasierung nur aus palliativer Indi-
kation, insbesondere bei starken Schmerzen oder Blutungen, die konservativ nicht

beherrschbar sind.

Es sind mehr als 150 Studien mit iiber 80 verschiedenen Chemotherapeutika als
Mono- oder Kombinationstherapie durchgefiihrt worden (eine Auswahl bietet die
Tabelle 4), deren Ergebnisse insgesamt erntichternd sind. Die mittlere Ansprechra-
te lag insgesamt nur bei 4 %. Die Responseraten lagen nie iiber 25 %. Dies liegt
sicherlich zu einem erheblichen Anteil an der ,Multidrug-Resistance’ (im Folgen-
den als MDR bezeichnet) als intrinsischer Eigenschaft der Nierenkarzinomzellen.
Dabei sind verschiedene Mechanismen verantwortlich zu machen (siehe Seite 21).
Da es bislang kein etabliertes klinisches Therapiekonzept zur Uberwindung der
Multidrug-Resistenz-Mechanismen gibt [Mickisch et al., 1990], ist die alleinige Che-
motherapie heute keine erfolgreiche Therapieoption. Da das Nierenzellkarzinom
aber als ein sehr immunogener Tumor gilt, liegen inzwischen zahlreiche Therapie-
versuche mit Immuntherapeutika vor. Hier haben sich Interleukin-2 und Interferon-
alpha-2a als die bisher am besten dokumentierten Substanzen erwiesen. Die Ergeb-
nisse einer Immuntherapie variieren stark mit der Selektion der Patienten. Dabei
zeigen Patienten in gutem Allgemeinzustand mit Lungenmetastasen ein besseres
Ansprechen als Patienten im schlechten Allgemeinzustand mit Skelettmetastasen.
In Kombination mit Chemotherapeutika wie 5-Fluorouracil oder Vinblastin wurden
durchschnittliche Ansprechraten von bis zu 42 % erreicht [Oberneder et al., 1997].
Es kann allerdings noch nicht von einer etablierten Standardtherapie gesprochen
werden. Bei der adjuvanten Therapie des Nierenzellkarzinoms liegen die meisten

Erfahrungen mit immuntherapeutischen Ansédtzen unter Verwendung einer Vak-
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Tabelle 4: Ergebnisse von Mono- und Kombinationstherapien des humanen Nierenzellkar-

zinoms (nach Hartmann and Bokemeyer [1999], Einzig et al. [1991], Atzpodien

et al. [1999])

Therapie PZ  Ansprechrate
Cisplatin 54 0 (0 %)
Cyclophosphamid 66 2 (3 %)
Epurubicin 39 0 (0 %)
5-FU 138 7 (5 %)
Ifosfamid 46 3 (6 %)
Teniposid 95 4 (4 %)
Taxol® 18 0 (0 %)
Vinblastin 135 9 (7 %)
Vinblastin + Floxuridin 11 2 (18 %)
Vinblastin + Doxorubicin 28 4 (14 %)
Vinblastin + Hydroxyurea 16 4 (25 %)
Cyclophosphamid + Metronidazol 31 1(3 %)
IL-2 503 38 (7%)

PZ: Patientenzahl

zinierungsstrategie vor [Oberneder et al., 1997]. Prinzipiell konnen aber auch die

Substanzen aus der palliativen Therapie (siehe oben) verwendet werden. Diese The-

rapiekonzepte werden in anlaufenden aufwendigen multizentrischen Protokollen

gepriift.

10
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Paclitaxel/Taxol ©

Die Entdeckung des Paclitaxel/Taxol @

Das Interesse der modernen Pharmazie an Paclitaxel reicht nur bis in die sechziger
Jahre zuriick, obwohl Pflanzenextrakte aus der Eibe seit Jahrtausenden bekannt
sind. Schon im Altertum wurde ein Sud aus Zweigen (insbesondere Nadeln) der
in Europa heimischen Eibe (Taxus baccata) als Giftstoff genutzt. So berichtet der
romische Feldherr und Staatsmann Julius Casar, wie er den keltischen Stamm der
Eburonen vernichtend schlug und dass einer der Konige, Catuvolcus, ,sich mit
Eibe ... entseelte”. Im Nordwesten der USA verwendeten indianische Stamme
wie die Quinalut Multnomah und Nez Percé die Rinde der pazifischen Eibe zum

Desinfizieren, als Abtreibungsmittel und zur Behandlung von Hautkrebs.

Erst 1962 brachte der Botaniker Arthur Barclay vom amerikanischen Landwirt-
schaftsministerium die Eibe auf ihren Weg in die moderne Medizin. Im Rahmen
eines Programms zur Suche nach neuen Wirkstoffen des amerikanischen nationalen
Krebsinstituts in Bethesda (Maryland) wurden seine Proben von den Chemikern
Mansukh C. Wani und Monroe E. Wall untersucht und erwiesen sich als wirksam
bei der Abtdtung von Leukdmiezellen in Kultur. Sie konnten 1967 den Bestandteil
isolieren und nannten die bislang unbekannte Verbindung ,Taxol’. Vier Jahre spater
veroffentlichte ihre Arbeitsgruppe auch die Struktur des Molekiils. (Den Namen
hat das Pharmaunternehmen Bristol-Myers Squibb inzwischen als Warenzeichen
Taxol® registrieren lassen.) In den Folgejahren sank das Interesse an Paclitaxel, da
es sich gegeniiber den anderen Zytostatika nicht besonders auszuzeichnen schien,
bis Susan Horwitz 1979 den neuartigen Wirkmechanismus (siehe weiter unten) von
Paclitaxel entdeckte. So begannen 1983 die ersten Phase-I-Studien an mehreren In-

stituten. McGuire et al. [1989] konnten zeigen, dass Paclitaxel gerade bei Patientin-
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nen mit fortgeschrittenem Ovarialkarzinom, bei denen die konventionelle Chemo-
therapie versagt hatte, in 30 % der Félle eine deutliche Tumorreduktion erreichte.
Die Nachfrage nach Paclitaxel wuchs stiandig, allerdings war es schwer, die notige
Menge aus der Eibe bereitzustellen. So ist fiir eine einzige Dosis im Rahmen eines
Chemotherapiezyklus die etwa 3 kg schwere Rinde eines hundertjahrigen Exem-
plars notig. Es begannen grofs angelegte Fillaktionen der Pazifischer Eibe und es
war abzusehen, dass die Bestdnde wohl nur fiir fiinf Jahre reichen wiirden, ganz
abgesehen von den Einspriichen seitens der Naturschiitzer. So versuchte man auf
verschiedenen anderen Wegen, die Substanz zu gewinnen: Man untersuchte Fak-
toren, welche die Konzentration des Wirkstoffes in den Baumen beeinflusste, legte
Eibenkulturen an und entwickelte Verfahren zur Herstellung der Substanz in der

Zellkultur. Und man versuchte, Paclitaxel synthetisch herzustellen.

Die Vollsynthese des Paclitaxel/Taxol ©

Die Synthese des Paclitaxel stellte eine einzigartige Herausforderung dar. Die kom-
plizierte Verbindung (siehe Abbildung 1) besteht aus zwei sechsgliedrigen Koh-
lenstoffringen beidseits eines achtgliedrigen Ringes. Daran gebunden sind wiede-
rum ringtragende Seitenketten und ein seltener Viererring mit einem Sauerstoffa-
tom (Oxetan-Ring). Besonders die Seitenkette an Position C-13 des Taxanrings ist
wichtig fiir die Aktivitdt in Sdugetierzellen [Parness et al., 1982]. Zwischen 1983 und
1993 miihten sich mehr als 30 Arbeitsgruppen, Paclitaxel oder zumindest einfachere
verwandte Verbindungen zu synthetisieren. In den spaten Achzigerjahren gelang es
Portier u. a., Taxol aus einer Vorlduferverbindung (Desacetylbaccatin III), die aus der
Eibe gewonnen werden konnte, zu synthetisieren. Dies war der entscheidende erste
Schritt, Taxol in groflen Mengen zur Verfiigung zu stellen. 1994 schliefSlich wurde
die Totalsynthese von zwei unabhédngigen Arbeitsgruppen (Nicolaou und Holton)

publiziert. Aufierdem konnten nun tiber Modifikationen im Syntheseweg Derivate
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O

Ester-Seitenkette
K Taxan-Ringsystem

Abbildung 1: Strukturformel von Paclitaxel

des Taxols (Taxoide), wie z. B. das Taxotere, hergestellt werden.

Der Wirkmechanismus des Paclitaxel/Taxol @

Bei der Aufklirung des Mechanismus des Paclitaxel/Taxol® hat sich beson-
ders die Biologin Susan B. Horwitz zusammen mit ihrem Doktoranden Peter B.
Schiff am Albert-Einstein-College fiir Medizin in New York verdient gemacht.
Paclitaxel/ Taxol® greift an den fiir die Zellteilung unentbehrlichen Mikrotubululi
an. Mikrotubuli sind Bestandteile des formgebenden inneren Zytoskeletts und spie-
len als Spindelfasern bei der Zellteilung eine entscheidende Rolle bei der Trennung
der verdoppelten Chromosomen. Sie erfiillen zudem wichtige Aufgaben bei der
Strukturgebung der Zelle, beim Stofftransport zwischen den Zellorganellen und bei
der Fortbewegung von Zellen. Die feinen, hohlen Fasern sind normalerweise keine

starren, statischen Konstruktionen, sondern dynamische Gebilde aus sich zusam-
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GTP
37°C Mikrotubuli
/ (polymer)
%
a- und B-Tubulin-Dimere 4°C .
(IOSIlCh) Paclitaxel
+ Mikrotubulus-assoziierte
Proteine
Paclitaxel

stabile
Mikrotubuli
K (polymer)

Abbildung 2:  Wirkungsmechanismus des Paclitaxel/Taxol®: Durch Bindung an polymeri-
sierte Mikrotubuli werden diese stabiliert. Das Gleichgewicht zwischen 16sli-
chen Tubulin-Dimeren und polymerisierten Mikrotubuli wird verandert. Auf3er-
dem fordert Paclitaxel die Polymerisation von Tubulin in stabile Mikrotubuli in
Abwesenheit von GTP, einem Kofaktor, der normalerweise fir die Polymeri-

sation der Mikrotubuli in vitro benétigt wird.

menfiigenden und wieder 16senden Protein-Untereinheiten, den «- und -Tubulin

Dimeren.

Paclitaxel bindet kovalent an Mikrotubuli, spezifisch und in einem stochiometri-
schen Verhiltnis von nahezu eins an die Untereinheit 3-Tubulin [Rao, 1993]. Die
genauen molekularen Mechanismen sind allerdings noch nicht vollstindig aufge-
klart [Diaz et al., 2000]. Diese Bindung bewirkt eine Konformationsanderung der
Mikrotubuli. Sie werden kiirzer und gegen eine Depolymerisierung geschiitzt. So-
gar Kilte oder Ca?"-Ionen vermdgen die Mikrotubuli nicht mehr zu depolymerisie-
ren, was bei nicht Paclitaxel-gebundenen Mikrotubuli der Fall wire. Diese Stabilisie-
rung hat zur Folge, dass das normale Gleichgewicht zwischen den Tubulin-Dimeren

und den Mikrotubuli zugunsten der Mikrotubuli verschoben wird, so dass die kri-
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tische Tubulinkonzentration, die nétig ist, um Mikrotubuli zu formen, sinkt [Schiff
et al., 1979]. Die Polymerisation geschieht, wie in Abbildung 2 gezeigt, sogar ohne
die normalerweise notigen Mikrotubulin-assoziierten Proteine oder dem Energie-
trager GTP [Schiff and Horwitz, 1981]. Die so stabilisierten Mikrotubuli formieren
sich weiterhin zu einzelnen, nicht mehr auflosbaren Biindeln, was im Gegensatz
zur Bindung und Polymerisation jedoch ein energieabhidngiger Vorgang ist [Man-
fredi et al., 1982]. Dieser Einfluss auf das Tubulin-Mikrotubuli-Gleichgewicht hat
vor allem zur Folge, dass sich eine normale mitotische Spindel nicht bilden kann.
Die Zellteilung wird in der spaten G2-Phase des Zellzyklus gehemmt. [Schiff and
Horwitz, 1980]. Neuere Studien zeigen auflerdem eine Bindungsfahigkeit fiir antia-

poptotische Proteine wie bcl-2 [Rodi et al., 1999] oder Survivin [Li and Altieri, 1999]

Zusammengefasst beruht also die einzigartige Wirkung des Paclitaxel zum einen
auf der Fahigkeit, Tubulin ohne weitere Kofaktoren in stabile Mikrotubuli polyme-
risieren zu lassen, und zum anderen darauf, eine Umformung in stabile Mikrotubu-

libiindel zu induzieren.

Maligne, transformierte Zellen sind zwar mit ihrer unkontrollierten Vermehrung am
starksten von diesem Paclitaxel / Taxol®-Effekt betroffen, jedoch bleibt eine Wirkung
auf gesunde, sich haufig teilende Zellen nicht aus, was die Nebenwirkungen der

Behandlung mit Paclitaxel / Taxol® erklirt (siehe unten).
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Die klinische Entwicklung des Paclitaxel/Taxol  ®
Préklinische antitumordse Aktivitat

In den Screeningstudien des National Cancer Institute konnte die Wirksamkeit von
Paclitaxel/Taxol® sowohl an murinen als auch an humanen Zellkulturen gezeigt
werden. Besonders auffillig war die Aktivitit gegen das relativ resistente muri-
ne B16 Melanom, aber auch gegen viele andere Zelllinien, wie die humane CX-1
Kolon- und LX-1 Lungenkarzinomzellline, aufserdem gegen die murine P388 und
L1210 Leukédmie. Jedoch zeigten sich hier schon die ausgepragten Nebenwirkungen.
Besonders die Myelosuppression dominierte bei den untersuchten Spezies (Méduse,
Ratten und Hunde). Aufgrund der hohen Lipophilitdt war es notig, Paclitaxel mit
Cremophor® EL aufzuldsen. Dieses Vehikel zeigte aber im Tierversuch eine Toxizi-
tat, die sich durch Vasodilatation, Dyspnoe, Hypotension bis zum Tod auszeichnet.

Aus diesem Grund wurden die klinischen Studien mit grofier Vorsicht angegangen.

Phase-I-Untersuchungen - Vertraglichkeit und Pharmakologie

Im Jahre 1984 begannen die ersten Phase-I-Untersuchungen mit Taxol® (siehe Tabel-
le 5). Die zahlreichen ausgeprédgten Nebenwirkungen, vor allem akute Hypersensi-
tivitatsreaktionen, bedrohten wéahrend dieser Versuche die Weiterentwicklung des
Taxol®. Eine weitere dosislimitierende Reaktion war die Neutropenie. Auflerdem
spielte die Neurotoxizitdt und die Mukositis, besonders bei Patienten mit Leukdmie
und hohen Taxol®-Dosen (> 250 mg/m?) eine Rolle. In einigen Fillen traten zudem
kardiale Rhythmusstorungen auf, von asymptomatischen Bradykardien bis hin zu
einem AV-Block III°. Aus den Untersuchungen der Phase I konnten ferner Informa-
tionen tiber die pharmakologischen Eigenschaften gewonnen werden (siehe Abbil-

dung 6). So zeigte Paclitaxel ein Clearance von 8,04 bis 23,55 1/h/m? nach einer 3 bis
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24-stiindigen Infusion von 15 - 275 mg/ m?, die nicht mit der Dosis korrelierte [Wier-
nik et al., 1987]. Die Ausscheidung iiber die Nieren ist minimal, im Vordergrund
steht die hepatische Metabolisierung und Ausscheidung tiber den Darm, haupt-
sdchlich tiber 6a-Hydroxytaxol. Da der hepatische Metabolismus im Vordergrund
steht, konnen Substanzen, die das Cytochrome P450 (Isoenzym CYP2C) hemmen,
die Eliminationszeit verldngern (z. B. Benzodiazepine, Cyclosporin, Erythromyzin,
Makrolidantibiotika, Testosteron, Vinca-Alkaloide oder Tamoxifen) [Cresteil et al.,

1994].

Phase-lI-Untersuchungen - Therapeutisches Potential

Paclitaxel /Taxol® wurde zuerst an Patientinnen mit Ovarialkarzinomen [Einzig
et al., 1992] untersucht, die gegeniiber Cisplatin oder Carboplatin therapierefrak-
tar waren und bei Patientinnen mit fortgeschrittenem Mammakarzinom [Reichman
et al., 1993]. Nachdem die Verfiigbarkeit des PaclitaxelTaxol® gesichert war, wur-
de es auch an vielen anderen Tumoren getestet, als Monotherapie oder in Verbin-
dung mit anderen Chemotherapeutika, wie Cyclophospamid, Cisplatin, Carbopla-
tin, Etoposid, Topotecan, Estramustin, Methotrexat, Edatrexat oder Fluoruracil. Die
Responseraten und tolerierten Dosen variierten dabei stark. Die teilweise sehr aus-
gepragten Hypersensitivitdtsreaktionen der frithen Phase-I-Untersuchungen konn-
ten mit einer prophylaktischen Gabe von H1- und H2-Rezeptorantagonisten (Ci-
metidin oder Ranitidin) und Steroiden (Dexamethason) reduziert werden [Wiernik
et al., 1987]. Die Neutropeniegefahr konnte mit der kombinierten G-CSF-Gabe (Gra-
nulozytenkoloniestimulierender Faktor) von 5 ng/kg/d reduziert werden und er-

laubte hohere Paclitaxel-Dosen [Schiller et al., 1994].

Ovarialkarzinom  Bei den Phase-II-Untersuchungen wurde Paclitaxel/Taxol®

meist iiber eine kontinuierliche, 24 h andauernde und alle drei Wochen wiederholte
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Tabelle 5: Phase | Studien von Paclitaxel/Taxol® aus Rowinsky et al. [1992]

Institut Schema Empfohlende Dosis-limitierende Andere physiologische
Phase-Il-Dosis Effekte Effekte
JHOC 6 h Infusion 210 mg/m?2 Neutropenie Neuropathie, Mucositis,
Myalgie
UTSA 6 h Infusion 225 mg/m? Neutropenie Myalgie Neuropathie,
Mucositis, HSR
Einstein 6 h Infusion 250 mg/m2 Neutropenie, HSR, Mukositis
Neuropathie
Einstein 24 h Infusion 250 mg/m? Neutropenie, HSR
Neuropathie
Mt Sinai 24 h Infusion 200 mg/m? Mucositis HSR
JHOC* 24 h Infusion 310 mg/m? Mucositis Neutropenie, HSRs,
Neuropathie
NC 24 h Infusion 250 mg/m? + 10 Neuropathie Neutropenie, kardiale
+ G-CSF pg/kg/d Beschwerden,
Thrombozytopenie, Myalgie
JHOC 24 h Infusion 135 - 170 mg/m? Neutropenie Myalgie, kardiale
+ cisplatin + 75 mg/m? Beschwerden, HSR,
Neuropathie
JHOC 24 h Infusion 250 mg/m? + 75 Neuropathie, Myalgie  Neutropenie, Myopathie,
+ cisplatin + mg/m? + 5 Thrombozytopenie,
G-CSF po/kg/d Erbrechen
MDA? 24 h Infusion n. v. Stomatitis Neutropenie,
(d1) + Thrombozytopenie
Doxorubicin
(48 h Infusion
d2-3)+
G-CSF
NCI¢ 72 h Infusion n. v. Typhlitis Neutropenie

von Taxol und
Doxorubicin +
G-CSF

JHOC: Johns Hopkins Oncology Center; UTSA: University of Texas, San Antonio; NCI: National Can-
cer Institute; MDA: M. D. Anderson; HSR: Hypersensitivitatsreaktion; n.v.: nicht vorhanden

“Patienten mit refraktarer Leukamie
bpatientinnen mit Platin-refraktarem Ovarialkarzinom

“minimal vorbehandelte Patientinnen mit metastasiertem Brustkrebs
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Tabelle 6: Pharmakokinetik von Taxol® (nach Rowinsky et al. [1992])

Schema  Modell Tipa(h)  Tygp () CL VDss (I/m?)  Cpeak (MM)
(ml/min/m?)

6h biphasisch 0,36 6,4 195 59 2,2-13,0

(170 - 275 mg/m?)
24 h biphasisch 0,27 39 993 55 0,062 - 0,94

(200 - 275 mg/m?)
24 h — — — — — 1,6-3,5

(250 - 390 mg/m?)
24 h — — — — — 0,21-3,4

(110 - 350 mg/m?)

CL: Systemische Clearance; Cpeqc: hochste Plasmakonzentration; Typaund Tqpp: alpha und beta

Halbwertszeit der Elimination; VDgg: Verteilungsvolumen beim Steady State

Infusionstherapie durchgefiihrt, um die Entwicklung von Hypersensitivitatsreak-
tionen zu minimieren. Die objektiven Responseraten lagen zwischen 16 und 48 %.
Vergleichsweise hohere Ansprechraten wurden bei Patienten erreicht, die eine Dosis
von 175 mg/m? erhielten, verglichen mit 135 mg/m?, und bei denen, die ein 3-h-
Infusionsschema erhielten, verglichen mit dem 24-h-Schema. Die Uberlebensdau-
er war jedoch bei den verschiedenen Therapieschemata vergleichbar. Der Median
reichte von 48 bis 51 Wochen [Eisenhauer et al., 1994]. Die Zeit bis zur Ansprache bei
einer Therapie mit 135 bis 300 mg/ m? Paclitaxel/Taxol® lag bei 9,2 Wochen [Anon,
1993]. Bei simultaner G-CSF-Gabe konnten sogar Dosen von bis zu 250 mg/m? oh-
ne Zunahme der dosislimitierenden Nebenwirkungen erzielt werden [Sarosy et al.,
1992]. Auch die Kombination von Paclitaxel / Taxol® mit anderen Chemotherapeu-
tika, insbesondere Cisplatin und Cyclophosphamid und Doxorubicin, wurde unter-
sucht und brachte hohe Responseraten (bis 70 %) [McGuire et al., 1996]. Mittlerwei-

le hat Paclitaxel/Taxol® einen festen Platz in der Therapie des Ovarialkarzinoms
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eingenommen, wo es bei Patienten mit Platin-resistentem Tumor als second-line
Option und in Kombinationstherapie mit Cisplatin oder Carboplatin als potentes

Medikament der ersten Wahl empfohlen wird [Wiseman and Spencer, 1998].

Metastasiertes Mammakarzinom  Die objektiven Responseraten lagen in den
Studien zwischen 20 und 35 %, also vergleichbar mit den Ergebnissen der herkémm-
lichen Therapie mit Anthracyclinen wie Doxorubicin. In Kombination mit Doxoru-
bicin wurden bessere Ansprechraten erreicht, wobei eine verlingerte Uberlebens-
zeit noch nicht belegt ist. Die Vorteile liegen zum einen als Medikament der zweiten
Wahl bei Resistenz gegen Anthracycline und vor allem in Kombination mit Doxoru-

bicin als hocheffiziente Option der ersten Wahl.

Andere Tumoren  Es liegen eine Reihe von Phase-II-Untersuchungen an zahlrei-
chen weiteren Karzinomen vor, bei denen teilweise viel versprechende Ergebnisse
erzielt wurden, besonders in der Kombinationstherapie mit weiteren Chemothera-
peutika. Eine Ubersicht iiber die bisher in groferem Mafistab untersuchten Tumore
gibt die Tabelle 7. Herauszuheben sind im Zusammenhang mit dieser Arbeit die

bisherigen Untersuchungen am humanen Nierenzellkarzinom.

Paclitaxel/Taxol ® und das humane Nierenzellkarzinom

Hinsichtlich der Wirkung von Paclitaxel/Taxol® auf das humane Nierenzellkarzi-
nom gibt es nur wenige Daten. Die einzigen bisher veroffentlichten Daten liefert die
Phase-II-Studie von Einzig et al. [1991]. Hierbei wurde an 18 Patienten mit fort-
geschrittenem, metastasiertem Nierenzellkarzinom eine Taxol®-Therapie mit 250
mg/m? als 24-h Infusion durchgefiihrt, die alle 21 Tage wiederholt wurde. Die Pati-

enten erhielten als Pramedikation Dexamethason, Diphenydramin und Cimetidin.
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Tabelle 7: Tumoren, an denen Paclitaxel/Taxol® klinisch erprobt wurde (aus Bartsch [2000])

Ovarialkarzinom Zervixkarzinom
Mammakarzinom Endometriumkarzinom
Nichtkleinzelliges Bronchialkarzinom (NSCLC) Osophaguskarzinom
Kleinzelliges Bronchialkarzinom (SCLC) Magenkarzinom

Pleurales Mesotheliom und maligner Pleuraerguss  Kolorektales Karzinom

Tumoren des Kopf-Hals-Bereichs Weichteilsarkom
Urothelkarzinom Kaposi-Sarkom
Prostatakarzinom Malignes Melanom
Nierenzellkarzinom Maligne Lymphome

Keimzelltumoren

Bei keinem der 18 Patienten konnte ein Ansprechen beobachtet werden. Jedoch han-
delte es sich um bereits fortgeschrittene Tumorstadien, bei denen zudem der his-
tologische Subtyp nicht dokumentiert war. Im Gegensatz dazu konnte in vitro an
Nierenkarzinomzelllinien vom klarzelligen Typ in 95 % eine signifikante Wachs-
tumsinhibition durch Paclitaxel, das in DMSO gelgst wurde, sowie von Taxol®, der
Paclitaxel-Losung in Cremophor® EL, nachgewiesen werden [Reinecke et al., 1997].
Dies macht deutlich, dass weitere Untersuchungen unabdingbar sind, um den Wir-
kungsmechanismus und die Wirksamkeit von Paclitaxel / Taxol® speziell im Nieren-

zellkarzinom aufzuklédren.

Resistenzmechanismen

Das unterschiedliche Ansprechen von verschiedenen Tumoren auf bestimmte Zy-
tostatika hat schon friih den Verdacht aufkommen lassen, dass bestimmte Mecha-
nismen fiir diese Resistenzentwicklung verantwortlich sind. Wenn ein Tumor sogar

gegen mehrere Zytostatika gleichzeitig resistent ist, spricht man von Multidrug Re-
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sistance (MDR).

Grundsitzlich kann man drei Strategien unterscheiden. Erstens, das Bestreben
der Zelle, die Konzentration der toxischen Substanz zu senken, z. B. durch
P-Glykoprotein (P-Gp) oder Multidrug-Resistance-Associated-Protein 1 (MRP1).
Zweitens, die Substanz durch Metabolisierung zu detoxifizieren, z. B. durch Oxi-
dierung mittels Glutathion. Drittens kann die Zelle versuchen, Substanzen daran zu
hindern, ihre Wirkung zu entfalten und somit den programmierten Zelltod (Apop-
tose) auszulosen, z. B. durch Verdnderung an der Zielstruktur, auf die die Substanz
wirkt (Tubulinisotypen, Herunterregulation der Toposiomerasen, siehe auch Dis-
kussion) oder durch Verhinderung der ,Prodrug’-Aktivierung. In Abbildung 3 wird
eine Zusammenstellung heute bekannter Mechanismen gezeigt. Im folgenden wird

ndher auf das P-Gp sowie auf das MRP1 eingegangen.

P-Glykoprotein

Einer der Hauptmechanismen, der mit einer ,multidrug’-Resistenz assoziiert ist, ist
die Uberexpression des MDR1-Gens und dessen Produkts, des energieabhéngigen
Transportproteins P-Glykoprotein (P-Gp), an der Oberflichenmembran [Kartner
et al,, 1983, Ueda et al., 1987, Gottesman and Pastan, 1993]. Dieses Protein kann
die Zelle vor zytotoxischen Substanzen schiitzen, indem es deren Konzentration
im Zellinneren senkt. Das P-gp gehort — wie das ,Multidrug resistance-associated
protein 1 (MRP1) — zur grofieren Familie der ,ATP-binding cassette proteins’ (ABC),
zu der z. B. auch der Chloridkanal gehort, der bei der zystischen Fibrose defekt ist
(CFTR). Das P-gp kann die intrazelluldre Konzentration einer Reihe unterschiedli-
cher Substrate senken (siehe Tabelle 8). Die einzige Gemeinsamkeit dieser Substrate
ist, dass sie hydrophob und nicht negativ geladen sind, jedoch konnen unter

bestimmten Umstdanden auch hydrophile, anionische Substanzen, wie Methotrexat,
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Abbildung 3: Resistenzmechanismen (modifiziert nach Harrison [1995])

als Substrat dienen [de Graaf et al., 1996].

Versuche von Schinkel et al. [1994] und Schuetz et al. [1996] an P-gp-knockout-
Maéusen konnten zeigen, dass das P-gp nicht absolut lebensnotwendig zu sein
scheint. Die Versuchstiere waren lebensfahig und fruchtbar und zeigten auch sonst
keine phénotypischen Abnormalititen aufler einer Hypersensitivitdt gegeniiber
Medikamenten. Somit scheint die hauptsdchliche physiologische Funktion des
P-gp zu sein, den Korper vor hydrophoben, toxischen Substanzen zu schiit-

zen, die mit der Nahrung aufgenommen werden. Weitere Funktionen sind die
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Tabelle 8: Bedeutung von P-Glykoprotein als Effluxpumpe fir Chemotherapeutika und an-

dere Verbindungen [Chin et al., 1993]

Substrate .
keine Substrate

Chemotherapeutika Sonstige

 Vinca-Alkaloide  Colchicin * 5-Fluorouracil
(Vinblastin, Vincristin) « Puromycin « Cytosinarabinosid

‘ Anthracy(_:ll_ne » Podophyllotoxin * Methotrexat
(Doxorubicin, o ) )
Daunorubicin,  Ethidiumbromid » Chloroambucil
Mitoxantron) « Emetin « Melphalan

* Epipodophyllotoxine  Gramicidin + Cyclophosphamid
(Etoposid, Teniposid)  Valinomycin e Carmustin

* Taxane (Paclitaxel, » Rhodamin » Bleomycin
Docetaxel)

. Mit inC » Proteaseinhibitoren » Camptothecin

itomycin (Indinavir, Nelfinavir,
 Actinomycin D Saquinavir)

» Topotecan Mithramycin

24



Grundlagen

Tabelle 9: Grad der P-Glykoprotein Expression in normalem Gewebe (aus Lum et al. [1993])

hoch mittel niedrig
Nebennierenrinde Nebennierenmark Haut

Niere (prox. Tubuli) Trachea Skelettmuskel
Leber Lunge Herz
Plazenta Prostata Milz

Kolon Magen
Diunndarm Ovarien
Gehirn Ruckenmark
Hoden Knochenmark
Pankreas

Makrophagen

Translokation von Phospholipiden, Beteiligung am Cholesterol-Metabolismus,
Apoptose-Inhibition und Migration dendritischer Zellen [Johnstone et al., 2000].
P-gp wurde in Diinn- und Dickdarmepithelzellen, in Hepatozyten und proximalen
Tubuluszellen der Nieren gefunden [Thiebaut et al., 1987]. Auflerdem in Endo-
thelzellen der kapilliren Gefdfse der Blut-Hirn- und Blut-Hodenschranke und in
Trophoblastenzellen der Plazenta [Cordon-Cardo et al., 1990]. Es wird im endoplas-
matischen Retikulum synthetisiert und im Golgi-Apparat weiterentwickelt, von wo

aus es dann an die Zelloberfldche transportiert wird.

Das P-gp wird von verschiedenen Tumoren exprimiert. So wurden im humanen
Nierenzellkarzinom [Fojo et al., 1987] und im Kolonkarzinom [Weinstein et al.,
1991] hohe Expressionsraten gefunden. Bei anderen Tumoren, z. B. im Bronchialkar-
zinom, Mammakarzinom, Myelom, Lymphom und bei der akuten myeloischen
Leukédmie, scheint die Expression erst nach Exposition von Chemotherapeutika

hochreguliert zu werden [Chan et al., 1995]. Verschiedene Studien konnten zeigen,
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dass die Expression von P-gp im Tumor mit einer herabgesetzten Lebenserwartung
korreliert [Chan et al., 1995, Fisher et al., 1996, Leighton and Goldstein, 1995, Marie,
1995].

Die 1280 Aminosduren des P-gp [Chen et al., 1986] sind in zwei homologen Halften
organisiert, die jeweils sechs transmembrane Regionen und eine ATP-bindende Re-
gion enthalten und durch eine Linkerregion miteinander verbunden sind. Die trans-
membranen Helices formen einen ca. 5 nm messenden zentralen Kanal, der an der
Zellinnenseite verschlossen ist und innerhalb der Zellmembran eine wassergefiill-
te Kammer formt [Rosenberg et al., 1997]. Fiir die Erkennung des entsprechenden
Substrats scheinen besonders die Aminosduren His61, Gly64 und Leu65 in der ers-
ten transmembranen Doméne (TM1) von Bedeutung zu sein [Taguchi et al., 1997].
Die Transportfunktion ist energieabhingig. Uber den genauen Mechanismus, wie
das P-Glykoprotein die intrazellulire Konzentration bestimmter Substrate senken
kann, existieren verschiedene Vorstellungen. Das élteste Erklarungsmodell besagt,
das P-gp die Substanzen direkt aus dem Zellinneren nach auflen ,pumpt’ [Dano,
1973]. Neuere Theorien sprechen von einer ,Flippase’, die die hydrophoben Sub-
stanzen lediglich aus der inneren in die dufSere Schicht der Zellmembran befordert,
wonach der weitere Transport in Form von passiver Diffusion stattfindet. Ein drit-
tes Modell von Roepe [2000] besagt, dass P-gp lediglich den intrazelluldren pH und
das Membranpotential ¥ dndert und dariiber eine verdnderte Membranpermeabili-
tat und intrazelluldre Bindung der Substanz erreicht wird, so dass fiir den Transport

ausschlieSlich passive Diffusionsvorgange verantwortlich zu sein scheinen.

Schon im normalen Nierengewebe wird in hohem Mafse P-gp exprimiert [Thiebaut
et al., 1987]. Somit ist nicht verwunderlich, dass auch das humane Nierenzellkar-
zinom sehr hdufig P-gp exprimiert, in der Literatur finden sich Haufigkeitsanga-

ben von 48 — 100 % [Chapman and Goldstein, 1995]. Die Expression nimmt mit
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B

Abbildung 4: Dreidimensionale Struktur des P-gp. P, wassergefillte zur extrazellularen Sei-
te offene Pore. TMD, Transmembrane Doménen. NBD, nukleotidbindende Do-
mane. Gestrichelte Linien, Ebene der Zellmembran. Balken, 1.7 nm. [Rosen-
berg et al., 1997]

steigender Entdifferenzierung ab [Kanamaru et al., 1989] und ist beim klarzelligen
Nierenzellkarzinom im allgemeinen hoher [Rochlitz et al., 1992]. Die Hohe der P-
gp-Expression korreliert mit der Hohe der Resistenz gegentiber verschiedenen Zy-
tostatika in vitro [Mickisch et al., 1990] und der Schwere des klinischen Verlaufs

[Duensing et al., 1994, Hofmockel et al., 1997].

Multidrug-Resistance-Related-Protein 1 (MRP1)

Cole et al. konnten 1992 in der Zelllinie H69AR (kleinzelliges Bronchialkarzinom)
ein weiteres fiir MDR verantwortliches Protein nachweisen und dessen mRNA

entschliisseln. Dieses 190 kDA schwere Multidrug-Resistance-Associated-Protein 1
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(MRP1, friher nur als MRP bezeichnet) stimmt nur zu 15 % mit der Aminosaure-
sequenz des P-gp tiberein. Es gehort ebenfalls zur ABC Superfamilie, enthalt zwei
Nukleotidbindungsstellen fiir die ATP-Spaltung und &dhnelt in der Struktur dem
P-Gp, nur dass es eine weitere transmembrane Doméne mit bis zu sechs transmem-
branen Helices enthélt. Im Resistenzmuster dhnelt es ebenfalls dem P-Gp, jedoch
gibt es bestimmte Unterschiede. So sind mit MRP1 transfizierte HeLa-Zellen im Ver-
gleich zu P-Gp-transfizierten resistent gegen schwere Metalloxidanionen (Arsenit),
jedoch nicht gegeniiber Mitoxantron. Sie zeigen ferner nur eine geringe Colchicin-
und Paclitaxel/ Taxol®-Resistenz [Cole et al., 1994]. In verschiedenen Studien konn-
te gezeigt werden, dass in Zelllinien die Expression von MRP1 schon bei geringen
Konzentrationen eines Zytostatikums angeregt wird, wogegen das P-Gp erst bei ho-
heren Konzentrationen exprimiert wird [Loe et al., 1996]. MRP1 findet sich haupt-
sdchlich auf der Plasmamembran, aber auch auf Membranen des endoplasmati-
schen Retikulums und des Golgi-Apparats. Wie beim P-Gp ist auch beim MRP1 der
genaue Wirkmechanismus, tiber den die Konzentrationsminderung von toxischen
Substanzen erreicht wird, noch nicht geklart. Die physiologische Rolle ist noch nicht
im Detail untersucht, es gibt aber Hinweise, dass MRP1 die Fahigkeit hat, das Leu-
kotrien LT4 zu transportieren und somit eine Rolle bei der Pathogenese des Bron-
chialasthmas spielt. [Leier et al., 1994]. Auch andere Gluthation-konjugierte Sub-
stanzen konnen von MRP1 transportiert werden, so dass MRP1 einen Beitrag zum
Multispezifischem organischen Anionentransport (MOAT) in der Leber und ande-
ren Geweben zu geben scheint [Mayer et al., 1995]. MRP1-Uberexpression findet
sich in vielen durch Selektion in zytostatikahaltigen Medien gewonnenen Zelllinien

sowie verschiedenen multiresistenten Tumoren [Loe et al., 1996].
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Tabelle 10: Modulatoren fir die P-Glykoprotein assoziierte Multidrug-Resistenz

Klasse Substanz

Kalziumkanalblocker Verapamil (und
R-Stereoisomer), Niefedipin,
Diltiazem, Flunarizin, Bepridil,
Niterndipin, Nomodipin
Antiarrhythmika Chinidin, Amiodaron
Neuroleptika/Antidepressiva Trifluoperazin (Calmodulin
Antagonist), Clomipramin
Steroide, Steroidantagonisten  Progesteron, Tamoxifen
Detergenzien Cremophor® EL, Tween 80
Andere Reserpin (Antihypertonikum),
Cyclosporin A
(Immunsuppressivum),
Amphotericin B
(Antimykotikum)

Modulatoren des P-Glykoproteins

Es sind mittlerweile mehrere Substanzen bekannt, die die P-Glykoprotein-
abhidngige MDR aufheben konnen. Diese Substanzen gehoren unterschiedlichen
Substanzklassen an und bedienen sich demzufolge unterschiedlichen Mechanis-
men, iiber die sie die Funktion des P-Glykoproteins vermindern. Dazu gehoren Kal-
ziumkanalblocker, wie das Verapamil, und Detergenzien, wie Cremophor® EL. Eine
Ubersicht iiber weitere Substanzen gibt die Tabelle 10. Teilweise ist auch neben der
nachgewiesenen Wirksamkeit in vitro auch eine gewisse klinische Wirksamkeit in
Kombination mit Zytostatika gezeigt worden [Sikic et al., 1997]. Fiir diese Arbeit
wurden Verapamil und Cremophor® EL ausgewihlt, um zu untersuchen, inwie-
weit sich das Ansprechen auf Paclitaxel bzw. Taxol® von ausgewéhlten, Paclitaxel-
resistenten Nierenkarzinomzelllinien durch Modulation der P-Gp-Funktion beein-

flussen lasst.
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Verapamil

Verapamil gehort zu den Kalziumantagonisten und wurde zuerst von Rogan
et al. [1984] in Zusammenhang mit Zytostatikaresistenz gebracht, indem er zeig-
te, dass Adriamycin-resistente Ovarialkarzinomzelllinien nach Verapamilgabe wie-
der sensibel wurden. Der Mechanismus, iiber den Verapamil die Funktion des P-
Glykoproteins inhibieren kann, ist noch nicht komplett verstanden. Es scheint je-
doch eine direkte, kompetetive Bindung und damit Blockade des P-Glykoprotein
vorzuliegen [Akiyama et al., 1988]. Aufgrund der erheblichen Nebenwirkungen
sind eine Reihe Substanzen untersucht worden, die eine geringere kalziumantago-
nistische Wirkung bei hoherer P-Glykoprotein-Inhibition besitzen [Mickisch et al.,
1991]

Cremophor ® EL

Cremophor® EL ist ein Umsetzungsprodukt von Rizinusél (1 Mol) mit Ethylen-
oxid (35 Mol). Es stellt ein Gemisch aus ca. 83 % eher hydrophoben Verbindungen
und einem ca. 17 %igen hydrophilen Anteil dar. Cremophor® EL dient als Hilfsstoff
(Emulgator und Solubilisator) fiir die dufierliche und innere Anwendung. Schuur-
huis et al. [1990] konnten erstmals den inhibitorischen Effekt von Cremophor® EL
auf die Multidrug-Resistenz zeigen. Die genaue Wirkungsweise ist noch nicht ge-
klart, es scheint im Gegensatz zu Verapamil aber weniger die Aufnahme der Medi-
kamente in die Zelle verhindert als die Verteilung innnerhalb der Zelle verdndert zu
werden. Auflerdem zeigen Untersuchungen von Chuang et al. [1991] auch einen in-
hibitorischen Effekt auf die Proteinkinase C. Paclitaxel wird klinisch zusammen mit
Cremophor® EL als Losungvermittler eingesetzt. Untersuchungen konnten zeigen,
dass Cremophor® EL an der Wirksamkeit von Taxol® einen erheblichen Anteil be-

sitzt. Dabei spielt eine direkte zytotoxische Wirkung und zu einem erheblichen Teil
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auch eine modulatorische Wirkung in Form von Verstarkung der Paclitaxelwirk-

samkeit eine Rolle [Csoka et al., 1997].
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Materialien

Zellkultur

Dulbecco’s Modifikation von Eagle’s Medium: 500 ml; Cat. No. 41966-029; Lot
No. 3027703; GIBCO BRL; zusitzlich 50 ml fetales Kilberserum, 5 ml Penicil-
lin/Streptomycin, 5 ml Glutamin, 5 ml Hepes-Puffer, 5 ml Arginin/Aspargin

Ampuwa
Dulbecco’s PBS: 500 ml; Cat. No. 14190-094; Lot No. 3024640; GIBCO BRL

EDTA (Versen): 1 % (w/v)in 100 ml PBS; Cat. No. 22113; Lot. No. 671S; Seromed

MTT-Assay

MTT Sigma Chemical Co., 100 mg, M-2128, Lot No. 66H5033

Paclitaxel Sigma Chemical Co., T-7402, 1 mg, Lot No. 76H0958, MR 853,92

FACS-Analyse

Lysing solution G: 10 % (v/v) BECTON & DICKINSON
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FACS-Puffer: 7,5 % BSA, 0,1 % Natriumazid in PBS
JSB-1: Aus dem MDR Sampler Pack; Cat. nr. MON 9200; SANBIO

Sekundirantikorper Anti Mouse: Rb x Mouse IgG, M, A FITC, 1 ml, MON:
PS109F; LOT.: 0947]; SANBIO

BSA Albumin, bovine fraction, Solution 7,5 %, Lot 64A2329, Sigma
Verapamil Sigma Chemical Co., V-4629, 1 g, Lot No. 56H0925

Rhodamine 123 Sigma Chemical Co., R-8004, 25 mg, Lot No. 96H3642

RT-PCR-Analyse

RT Kit: Stratagene Catalog No. 200420, Lot No. 126FSK3, Revision No. 017005

PCR Kit: PrimeZyme DNA-Polymerase Kit; Product Code: 100-652; Lot number:
5178

RNA-Extraction Kit: RNeasy Total RNA Kit, Cat. No. 74104, Lot PQ96002/-
0495/12, QUIAGEN, Hilden
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Zelllinien und Zellkultur

Zelllinien

Die Untersuchungen dieser Arbeit wurden an Zelllinien durchgefiihrt, die aus hu-
manen klarzelligen, chromophilzelligen und chromophobzelligen Nierenzellkarzi-
nomen etabliert wurden und ausfiihrlich charakterisiert sind [Gerharz et al., 1993,
1994, 1995, 1996]. Aus den etablierten 28 klarzelligen Nierenzellkarzinomzellini-
en wurden durch Randomisierung in Bezug auf Resistenzverhalten gegeniiber
Paclitaxel/Taxol® zehn Linien ausgewéhlt. Von den chromophilzelligen wurden al-
le vier und von den chromophobzelligen beide vorhandenen Zelllinien fiir die Un-

tersuchungen verwendet.

Zellkultur

Die in dieser Arbeit verwendeten Methoden aus der Zellkultur umfassen die Tatig-
keiten Fiittern, Passagieren und Expandieren von Zelllinien sowie die Zellzahlbe-

stimmung fiir die weiteren Versuche.
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Die Fiitterung, d. h. die Versorgung der Zellen mit neuem Medium, wurde im
Abstand von 3 - 4 Tagen durchgefiihrt, um den Zellen neue Néahrstoffe zuzufiih-
ren, Stoffwechselprodukte zu reduzieren und um die Konzentrationsanderung des
Mediums durch eventuelle Wasserverdunstung auszugleichen. Die mikroskopisch
beurteilten Zellen wurden unter sterilen Bedingungen gefiittert, indem zuerst die
Halfte des Zellkulturmediums dekantiert wurde und dieses Volumen mit neuem

Medium wiederaufgefiillt wurde.

Eine Passagierung der Zellen einer Zellkulturflasche ist notwendig, sobald der Fla-
schenboden konfluent bewachsen ist oder sich keine weiteren Zellen mehr anheften.
Durch ein an die Wachstumsgeschwindigkeit angepasstes Passagevolumen wurde
erreicht, dass die meisten Zelllinien einmal wochentlich passagiert werden konn-
ten. Zum Ablosen der Zellen wurden die Zellen fiir 10 — 15 Minuten mit 0,05 %iger
EDTA-L6sung im Feuchtinkubator inkubiert.

Um die Versuchsbedingungen konstant zu halten, war es notig, die Konzentration
der Zellen einer Zellsuspension zu bestimmen. 50 ul der Zellsuspension wurden
dazu zu 50, 100 oder 150 pl Trypanblauldsung gegeben, je nach erwarteter Zell-
zahl. Nach griindlichem Mischen und Auftragen auf zwei Neubauer-Zdhlkammern
konnten lebende (ungefarbte) und abgestorbene, aufgrund der erloschenen Schran-
kenfunktion der Zellwand angeférbte Zellen gezdhlt werden. Um die Konzentration
der Zellen c aus den gezdhlten Zellen 7 in den 16 Quadraten der Zahlkammern und

dem Verdiinnungsfaktors VF zu ermitteln, diente folgende Formel:

n 100
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MTT-Assay

Theoretische Grundlagen

Das MTT-Assay basiert auf der Arbeit von Tim Mosmann [1983]. Mit Hilfe dieses
nicht radioaktiven Assays lasst sich das Uberleben aber auch die Proliferation von
Zellen in der in-vitro-Kultur leicht bestimmen und prozentual quantifizieren. Das
Prinzip beruht darauf, dass eine vorerst farblose Substanz von lebenden Zellen auf-
genommen und dort innerhalb der Mitochondrien gespalten wird, so dass eine far-
bige Substanz entsteht, deren Konzentration mittels Extinktionsmessung bestimmt
werden kann. Bei dieser Substanz handelt es sich um MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-
2-y1)-2,5-diphenyl-2H-tetrazoliumbromid), das in Abbildung 5 dargestellt ist.

Abbildung 5: Strukturformel des MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-2H-

tetrazoliumbromid)

In aktiven Mitochondrien wird mit Hilfe von NAD(P)H-abhangigen Dehydrogena-
sen der Tetrazoliumring des MTT gespalten, so dass ein dunkelblaues Formazan-
Produkt entsteht. Daraus wird ersichtlich, dass neben der Zellzahl auch die Aktivi-
tat der Zellen gemessen wird. Weitere Untersuchungen Mosmanns zeigten, dass die

Ergebnisse des MTT-Assays durchaus vergleichbar sind mit dem [*H]Thymidin-
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Inkorporations-Assay mit dem Unterschied, dass letzteres die Zahl der DNA-
synthetisierenden Zellen wahrend der letzten Stunden des Assays misst, wogegen

das MTT-Assay die Anzahl und Aktivitdt der Zellen am Ende des Assays bestimmt.

Durchfiihrung

Zur Bestimmung der Uberlebensrate der entsprechenden Zelllinie unter einer be-
stimmten Substanzkonzentration wurden zundchst die Zellen einer Kulturflasche
mit EDTA-Losung abgelost und die Zellzahl bestimmt (siehe Seite 35). Anschlie-
end wurde so verdiinnt, dass man eine Konzentration von 10000 Zellen in einem
Volumen von 100 pl Zellkulturmedium erhielt bei einem Gesamtvolumen von ca. 9
ml pro 96-Wellplatte. Nun wurde mit einer Multipipette jeweils 100 pl Zellsuspen-
sion in jedes Loch einer 96-Wellplatte gegeben, wobei die erste Spalte als Leerwert
nur mit 100 pl Zellkulturmedium ohne Zellen gefiillt wurde. Dann wurde die 96-
Lochplatte in Aluminiumfolie verschlossen fiir 24 h im Feuchtinkubator belassen,
um die Zellen adhdrent werden zu lassen. Darauf wurde die Adhédrenz in jedem
Loch der 96-Wellplatte lichtmikroskopisch tiberpriift und sodann in jedes Well ein
Volumen von 100 pl pipettiert, welches entweder nur Zellkulturmedium enthielt
(Leerwertspalte und Kontrollspalte) oder die zu untersuchende Substanz oder Sub-
stanzkombination. Dabei musste bei der Konzentrationsberechnung das schon in
den Wells befindliche Volumen von ebenfalls 100 ul entsprechend berticksichtigt
werden. Nach der Pipettierung der Substanz wurden die Platten erneut mit Alu-
miniumfolie verschlossen und fiir 5 Tage im Feuchtinkubator belassen. Fiir die ei-
gentliche Messung wurde zundchst die MTT-Losung angesetzt. Dazu wurde 100
mg MTT in 20 ml PBS aufgelost und steril filtriert. Nun wurde in jedes Well je-
weils 50 pnl MTT-Losung pipettiert. Die Platten wurden sodann in Aluminiumfolie
verpackt fiir 4 Stunden in den Feuchtinkubator gestellt. Dann wurden die Platten

dekantiert, d. h. umgekehrt auf saugfdhiges Papier gestellt, um die Losung abflie-
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fen zu lassen. Danach wurde in jedes Well je 150 ul DMSO pipettiert, damit sich alle
entstanden blauen Kristalle des Formazanproduktes auflosen konnten. Im letzten
Schritt wurden die Platten im Messgerdt ausgewertet, indem der Absorbtionskoef-
fizient fiir Licht der Wellenldnge 570 nm fiir jedes Well einzeln bestimmt wurde.
Die tiberlebensrate P; wurde bestimmt, indem das Verhétnis des Mittelwertes der
Substanz-Spalte &; zur Kontrollspalte X;, jeweils nach Subtraktion des Mittelwertes

der Leerwertspalte ¥; bestimmt wurde.

100 %

P = ——
X2 — X1

(f,‘ — f1> 2)

Aus der Uberlebensrate wurde durch Subtraktion von 100 % die Wachstumsinhibi-
tionsrate ermittelt. Zusitzlich wurde tiber die 8 Werte einer Spalte der Variationsko-

effizient berechnet (siehe Kapitel Statistik).

Modulation der Paclitaxel-Sensibilitat mit Verapamil und C remophor ©
EL

Zur Bestimmung des Ausmafies der Modulation des Wachstumsverhalten mit
Cremophor® EL und Verapamil bei verschiedenen Paclitaxelkonzentrationen wur-
de das oben beschriebene MTT-Assay an den Linien clearCa-7 und chromphi-2
durchgefiihrt. Eine Kontrollplatte (Abbildung 6) diente zum Vergleich mit Paclita-
xel ohne Modulator und zur Austestung der Modulatoren zum Ausschluss direkter

toxischer Wirkungen auf die Zelllinien.

Fiir die Bestimmung der isolierten Paclitaxelwirkung wurde jeweils eine Konzentra-
tionsreihe hergestellt, die die fiir jede Spalte gewiinschte Konzentration, allerdings
in doppelter Hohe (siehe oben), enthielt. Fiir Paclitaxel wurden 1 mg Trockensub-
stanz (Molekulargewicht 853,9 g/mol) in 150 pl DMSO aufgeltst und dann mit 58,4

ml Medium verdiinnt, so dass eine Stammlosung von 20 uM erreicht wurde. Die
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@ @ Zellen + Paclitaxel 0,01 uM

@ @ Zellen + Paclitaxel 0,1 uM

@ @ Zellen + Paclitaxel 1 uM

@ @ Zellen + Cremophor EL 0,000075 %
@ @ Zellen + Cremophor EL 0,00075 %
@ @ Zellen + Cremophor EL 0,0075 %

@ @ Zellen + Verapamil 0,1 pM

@ @ Zellen + Verapamil 1 uM

@ @ Zellen + Verapamil 10 uM

Q
Q

@ @ Leerwert (nur Medium)
@ @ Zellen ohne Substanz

Abbildung 6: Kontrollplatte fiir die Modulationsversuche

Konzentrationsreihen in Zehnerpotenzen abwirts bis 0,002 ptM wurden hergestellt,
indem jeweils 1 ml der entsprechend hoheren Konzentration mit 9 ml Medium ver-
setzt wurden. Anschlieffend wurden je 100 pl der Losungen in die entsprechenden
Wells verteilt, so dass in den Wells die gewiinschte Endkonzentration erhalten wur-

de.

Fiir die Modulation wurde Paclitaxel in Kombination mit zwei potenten Modulato-
ren des P-Glykoproteins, Verapamil und Cremophor® EL, verwendet (siche Abbil-
dung 7, 8). Dazu wurde jeweils eine Konzentrationsreihe fiir Paclitaxel, Verapamil
und Cremophor® EL in der vierfachen der gewiinschten Endkonzentrationen in ei-

nem Volumen von 9 ml (siehe Abbildung 7, 8 und 6) hergestellt.

Zur Herstellung der Paclitaxel-Konzentrationsreihe wurde von der oben beschrie-
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Zellen + Paclitaxel 0,01 uM

+ Verapamil 0,1 uM
Zellen + Paclitaxel 0,1 uM

+ Verapamil 0,1 uM
Zellen + Paclitaxel 0,01 uM

+ Verapamil 1 uM
Zellen + Paclitaxel 0,1 uM

+ Verapamil 1 uM
Zellen + Paclitaxel 0,01 uM

Zellen + Paclitaxel 1 uM
+ Verapamil 10 uM

+ Verapamil 0,1 uM

Zellen + Paclitaxel 0,1 uM

Zellen + Paclitaxel 1 uM
+ Verapamil 10 pM

+ Verapamil 1 uM

Zellen + Paclitaxel 1 uM

+ Verapamil 10 uM

@ @ Leerwert (nur Medium)
@ @ Zellen ohne Substanz

OO
OO
OO
OO
OO
OO
OO
OO
OO

Abbildung 7: Modulation mit Verapamil

benen 20 pM Stammldsung 2 ml mit 8 ml Medium verdiinnt, so dass eine Konzen-
tration von 4 pM erreicht wurde, die dann wie oben beschrieben in Zehnerpoten-
zen abwdrts bis auf 0,04 pM verdiinnt wurde. Die Verapamil-Konzentrationsreihe
wurde hergestellt, indem zundchst eine 20 mM Verapamil-Stammldsung herge-
stellt wurde. Dazu wurde 1 g Verapamil (Molekulargewicht 491,1 g/mol) in 1 ml
DMSO aufgelost und anschliefiend mit 100,8 ml Medium weiterverdiinnt. Daraus
liefsen sich durch Verdiinnung mit Zellkulturmedium die drei gewiinschten Kon-
zentrationsstufen 40 pM, 4 pM und 0,4 pM herstellen. Fiir die Cremophor® EL-
Konzentrationsreihe wurde schliellich 1 g Cremophor® EL mit DMSO auf 2 ml auf-
gefiillt und dann aus 300 pl dieser Losung mit 49,7 ml Medium eine Konzentration
von 0,3 % (m/v) erreicht, aus der dann die anderen beiden Konzentrationen 0,03 %
und 0,003 % gewonnen wurden. Die zu erreichende Endkonzentration von maximal

0,0075 % (m/v) entspricht dabei der Menge, die auch in 1 uM Taxol® enthalten ist.
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+ Cremophor EL 0,000075 %

Zellen + Paclitaxel 0,01 uM
Zellen + Paclitaxel 0,1 uM

+ Cremophor EL 0,000075 %
Zellen + Paclitaxel 1 uM

+ Cremophor EL 0,000075 %
Zellen + Paclitaxel 0,01 uM
+ Cremophor EL 0,00075 %
Zellen + Paclitaxel 0,1 uM

+ Cremophor EL 0,00075 %
Zellen + Paclitaxel 1 uM

+ Cremophor EL 0,00075 %
Zellen + Paclitaxel 0,01 uM

+ Cremophor EL 0,0075 %
Zellen + Paclitaxel 0,1 uM

+ Cremophor EL 0,0075 %

Zellen + Paclitaxel 1 uM
+ Cremophor EL 0,0075 %

OO

@;
@;

@ @ Leerwert (nur Medium)
@ @ Zellen ohne Substanz
OO

OO

OO

OO

OO

@)@,

OO
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Abbildung 8: Modulation mit Cremophor® EL

Bei der Verteilung auf die einzelnen Wells wurden nun jeweils 50 pl Paclitaxel mit
50 ul Verapamil bzw. Cremophor® EL kombiniert, so dass mit dem sich bereits in
Wells befindlichen 100 pl Medium die gewiinschten Endkonzentrationen erreicht

wurden.

Zum Ausschluss von Wirkungen des Losungsmittels DMSO wurden Vorversuche

durchgefiihrt, die keine toxischen oder modulativen Wirkungen zeigten.

Nach Bestimmung der Wachstumsinhibitionsraten wurde zur Veranschaulichung

der Dose Modifying Index berechnet (Kapitel Statistik, Seite 59).

41



Methoden

FACS-Analyse

Theoretische Grundlagen

Die Flowzytometrie ist eine Methode, die heutzutage vor allem in der Leukozyten-
subpopulationsbestimmung angewandt wird, die aber auch zur Bestimmung und
Quantifizierung von anderen Oberflachenmarkern wie P-Glykoprotein und MRP1

geeignet ist. Daneben lassen sich aber auch Funktionsuntersuchungen durchfiihren.

Das Prinzip der Flowzytometrie ist, dass eine Einzelzellsuspension nach entspre-
chender Anfarbung durch fluoresziierende Farbstoffe an einem Laser vorbeige-
fiihrt wird und gebrochenes und fluoreszierendes Licht einzelner Zellen — nach
bestimmten Wellenldngenbereichen getrennt — gemessen wird. Daraus konnen
dann Riickschliisse auf Grofie, Oberflichenbeschaffenheit der Zellen gezogen sowie

quantitative Aussagen iiber die Dichte von Oberflachenmarkern gemacht werden.

Die Einzelzellsuspension wird dazu zusammen mit einer Tragerfliissigkeit in die
Flusskammer gepresst, so dass dort ein laminarer Fluss mit einer stabilen Parabel-
form erreicht wird, der eine fiir jede Zelle getrennte Signalgebung gewéhrleistet.
Der Lichtstrahl, der eine Wellenldnge von 488 nm hat, wird tiber ein Linsensystem
auf einen Durchmesser von 30 — 50 pm gebracht und trifft auf die Oberfldche einer
Zelle. Der Lichtstrahl und das von der Zelle zusitzlich ausgehende fluoreszierende

Licht werden nun von einer Reihe von Detektoren aufgefangen und quantifiziert.

Fluoreszenzfarbstoffe

Die iiblicherweise in der Flowzytometrie eingesetzten Fluoreszenzfarbstoffe sind
Phycoerythrin (PE) und das in dieser Arbeit verwendete Floreszin Isothiozyanat
(im folgenden FITC), welches iiber seine Isothiozyanatgruppe leicht an Proteine ge-

bunden werden kann und ein Emissionsmaximum von 530 nm hat.
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578/28 nm Lichtverstarker und -detektor
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Abbildung 9: Schematischer Aufbau eines FACS-Gerates mit Strahlengang und Detekto-

ren

Lichtweg und Detektoren

Der schematische Aufbau des Lichtweges und der Position der einzelnen Detekto-

ren eines FACS-Gerites ist in Abbildung 9 dargestellt.

Forward Scatter (FSC): Dieser Detektor ist in Richtung des Laserstrahls angebracht
und fangt Licht auf, das im Winkel von 1 - 20 ° von der Zelle gebrochen wird.

Die Intensitit ist als Maf3 fiir die Grofle der Zellen aufzufassen.

Side Scatter (SSC): (auch Right Angle Scatter) Mit dessen Hilfe wird Licht aufge-
fangen, das aufgrund der Granuliertheit der Zelloberfldche seitlich gebrochen

wird. Dazu wird das Licht des Laserstrahls (488 nm) von dem 500 nm Long-
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Pass-Spiegel reflektiert und in die Lichtverstarkungsrohre geleitet.

PE-Fluoreszenz-Detektor (FL2): Er fangt Licht auf, das von aktivierten Phycoery-
thrinmolekiilen, einem fluoreszierenden Farbstoff, der mit dem Primér- oder
Sekundarantikorper konjugiert ist, ausgesandt wird. Dazu muss das Licht zu-
vor durch einen 560 nm Short-Pass-Spiegel, der die Wellenldngen iiber 560 nm
reflektiert, so dass nur das von Phycoerythrinmolekiilen ausgesandte Licht

den Detektor erreicht.

FITC-Fluoreszenz-Detektor (FL1): Dieser Detektor dient der Registrierung von
Licht, das von aktivierten Fluoreszin-Isothiozyanatmolekiilen ausgesandt
wird. Das Licht hat beide halbdurchldssigen Spiegel passiert und gelangt in

den entsprechenden Detektor.

Signalverarbeitung

Die Lichtverstdrker liefern eine Spannung zwischen 0 und 10 V. Die Detektoren
werden untereinander getriggert, um Storsignale zu verhindern. Da die Signale zu
schnell hintereinander kommen, gelangt ein Impuls zunéchst in einen sample and
hold circuit, so dass zwar nicht jede Zelle gemessen wird, dies aber zufillig ge-
schieht und somit keine Auswirkung hat, solange die Zellen nicht wie im FACSort
sortiert werden sollen. Danach wird logarithmisch verstarkt und das Signal in ei-
nem Analog-Digital-Konvertierer (ADC) mit einer Auflosung von 10 bit (= 1024

Einheiten) digitalisiert.

Analyse und Darstellung

Die somit fiir eine bestimmte Anzahl von Zellen (meist 5000 bis 10 000) ermittelten

Daten fiir FSC, SSC, FL1 und FL2 lassen sich nun auf verschiedene Art und Weise,
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Abbildung 10: Verschiedene Mdglichkeiten der Signaldarstellung in der FACS-Analyse

wie in Abbildung 10 gezeigt, darstellen.

Haufigkeitshistogramm: Die Intensitét eines Kanals wird gegen die Anzahl der Er-

eignisse an der jeweiligen Intensitédtsstufe aufgetragen. (Abbildung 10a)

Zytogramm (dot plot): Dies ist die zweidimensionale Erweiterung des Haufigkeits-
histogramms. Hierbei werden die Signale zweier ADCs gegeineinander auf-
getragen, wodurch Cluster von Zellen entstehen, die, auf die beiden Kanile
bezogen, ungefihr gleiche Eigenschaften besitzen und entsprechend einge-
grenzt werden konnen (Abbildung 10b). Fiir das Zytogramm existiert auch

eine dreidimensionale Darstellung (Abbildung 10c).

Kontur-Graph: Er entspricht weitgehend dem Zytogramm. Anstelle von Punkte-

wolken erhalten jedoch Areale gleicher Haufigkeitsdichte eine Konturlinie
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(Abbildung 10d). In der dreidimensionalen Darstellung wird er auch als Iso-

metrischer Plot bezeichnet (Abbildung 10e).

Man kann nun in den verschiednen Zytogrammen Cluster, d. h. bestimmte Zellpo-
pulationen, die sich in jeweils zwei Parametern dhnlich sind, eingrenzen und so die
statistische Auswertung auf nur eine bestimmte Zellpopulation begrenzen (gaten),
was z. B. bei der Bestimmung von Lymphozytensubpopulationen sehr hilfreich ist.
In dieser Arbeit beschréankt sich die Vielfalt der Moglichkeiten auf das Ausgrenzen
von Zellschutt und anderen Partikeln, so dass nur die eigentliche Zellpopulation in

der Auswertung der Fluoreszenz berticksichtigt wird.

Bestimmung des P-Glykoproteins (P-Gp) und des Multidrug-res istance
associated Proteins 1 (MRP1)

Vorbereitend wurden die Sekundérantikdrper Anti-Mouse und Anti-Rat mit huma-
nem Serum (freundlicherweise bereitgestellt vom Institut fiir Himostasiologie und
Transfusionsmedizin, HHU Diisseldorf) prainkubiert, so dass unspezifische Bin-
dungen vermindert wurden. Dazu wurde 1:1 mit humanem Serum verdiinnt und
bei 40000 g fiir 30 min ultrazentrifugiert. AufSerdem wurde in Vorversuchen mit
32-Mikroglobulin-Antikérpern die optimale Sekundarprimerkonzentration ermit-
telt. Zur Bestimmung des P-Glykoproteins diente der Antikorper JSB-1 [Toth et al.,
1994]. Die Bestimmung des MRP1 wurde mit dem Antikdrper MRPr1 durchgefiihrt
Cole et al. [1992]. Es wurden Primérantikorperkonzentrationen geméfs den Empfeh-

lung des Herstellers verwendet.

Zunidchst wurden die Zellen abgelost, steril filtriert, um eine Einzelzellsuspension
zu erreichen, gezahlt, zweimal in PBS gewaschen und 10 min bei Raumtemperatur
mit Lysing solution G fixiert. Darauf wurden sie erneut zweimal in PBS bei 4 °C ge-

waschen und auf eine Konzentration von 5 x 107 Zellen/ml gebracht. Nun wurden
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20 pl Primédrantikorper JSB-1 (1:20) bzw. MRPr1 (1:20) in je ein FACS-Rohrchen pi-
pettiert. Dazu kamen 20 pl der Zellsuspension (= 10° Zellen). Je ein weiteres FACS-
Rohrchen, in das zunédchst nur je 20 pl Zellsuspension gegeben wurde, diente fiir die
Kontrollfairbung mit dem Sekundéarantikorper. Nach einer Inkubationszeit von 1 h
bei 4 °C wurden die FACS-Rohrchen zweimal mit je 3 ml PBS gewaschen (Zentri-
fugation bei 225 g und 4 °C). Darauf wurden 20 pl Sekundérantikorper Anti-mouse
(fur JSB-1) bzw. Anti-rat (fiir MRPr1) hinzugegeben und erneut 1 h bei 4 °C inku-
biert. Nun wurde zweimal mit je 3 ml FACS-Puffer gewaschen und eine fiir die

eigentliche Messung bereite Zellsuspension erhalten.

Die Auswertung erfolgte mit der Software Lysis 2.0. Es wurde in der Histogramman-
sicht bei der Messung von Zellen mit Sekunddrantikorpern (ohne Primérantikorper)
ein Marker so gesetzt, dass sich links von ihm 98 % und rechts 2 % der Zellpopula-
tion befand. Nun konnte anhand der Zunahme der Prozentzahl im rechten Bereich
die Intensitdt der Fluoreszenz und damit die Expression des P-Glykoproteins bzw.
MRP1 quantifiziert werden. Die Messungen wurden in Doppelbestimmung an ver-
schiedenen Tagen durchgefiihrt und Mittelwerte und Standardabweichungen be-
rechnet. Abbildung 11 zeigt eine Histogrammdarstellung der Messung des P-Gp
und MRP1.

Bestimmung der Funktionalitat des Effluxes

Zur Untersuchung der Funktionalitit der Effluxmechanismen wurde ein
Rhodamin-Efflux-Assay in Anlehnung an das Protokoll von Webb et al. [1996]
durchgefiihrt. Das Prinzip dieses Assays beruht darauf, dass ein reziproker
Zusammenhang zwischen Rhodamine-Uptake bzw.-Efflux und der Expression
von membranstindigen Effluxpumpen, insbesondere des P-Glykoproteins P170

besteht [Efferth et al., 1989], so dass es als zusitzlicher funktioneller Parameter der
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Abbildung 11: Beispiel fur eine FACS-Analyse fur P-Gp und MRP1

Resistenzbestimmung tiber Effluxmechanismen dienen kann.

Hierzu wurden wie oben beschrieben Zellen abgelost, steril filtriert, gezahlt und
in einer Konzentration von 5 x 10”7 Zellen/ml Zellkulturmedium resuspendiert,
die Temperatur wird dabei wihrend der gesamten Praparation und Inkubation auf
37 °C belassen. Nun wurden je 20 ul Zellsuspension in die Réhrchen 1 bis 3 (siehe
Abbildung 12) gegeben. In Rohrchen 1 und 2 wurden 3 ml Zellkulturmedium ge-
tiillt, in Rohrchen 3 dagegen wurde Rhodamin-Losung (150 ng/ml Zellkulturmedi-
um) gegeben und fiir 30 min im Feuchtinkubator inkubiert. Dann wurde Rohrchen
3 zweimal mit Zellkulturmedium gewaschen (37 °C), in 3 ml Zellkulturmedium re-
suspendiert und darauf wieder inkubiert. Nach weiteren 2 h und 30 min wurde
Rohrchen 2 einmal zentrifugiert, dekantiert und mit 3 ml Rhodamin-Lésung ver-

setzt. Nach weiteren 30 min wurden alle 3 Rohrchen zweimal mit FACS-Puffer bei
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4 °C gewaschen und im FACScan gemessen. Die Ergebnisse lassen sich anschaulich,

wie in Abbildung 13 gezeigt, darstellen.

Aus dem Prozentsatz der positiven Zellen im Vergleich zur unbehandelten Kontrol-
le nach Rhodamin-Inkubation Prpodamin Und nach Efflux Pgeq,, wurde die Effluxef-

fektivitat EE wie folgt berechnet:

Petiux - 100%

EE = 100% — 3)
PRhodamin

1 2 3

X
2 =
3 o
S <

on
p= +
51 5| .8
ElE|E
2l gl s
o) o o
2|
233

\_\ I\

Abbildung 12: Mit Hilfe des Rhodamin-Efflux-Assays lasst sich die Funktionalitat der mem-
bransténdigen Effluxpumpen nachweisen. Réhrchen 1 dient der Kontrolle,
Réhrchen 2 dient der Bestimmung der Rhodamin-Aufnahme nach 30 min,
aus Rohrchen 3 wird die Rhodamin-Konzentration nach 3 h Efflux im Zellkul-
turmedium bestimmt. Zur Modulation wurden Réhrchen 1 — 3 jeweils mit ver-

schiedenen Verapamil- und Cremophor® EL-Konzentrationen kombiniert.
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Abbildung 13: Dargestellt sind die Fluoreszenzen vor (Kontrolle), nach 30 min Inkubation
mit Rhodamin und nach 3 h Efflux in normalem Medium. Aus den jeweils

ermittelten positiven Zellen wurde die Effluxeffektivitat berechnet.

Modulation der Effluxmechanismen in der FACS-Analyse

Um zu zeigen, inwieweit die Effluxeffektivitit mit Hilfe von Verapamil und
Cremophor® EL moduliert werden kann, wurde das oben beschriebene Effluxassay
mit verschiedenen Konzentrationen Verapamil und Cremophor® EL durchgefiihrt,
entsprechend den Konzentrationen aus dem MTT-Assay (siehe oben). Zur einfa-
cheren Erstellung der 12 verschiedenen Losungen wurden die Rhodamin-Losung

wie auch die Verapamil- und Cremophor® EL-Losungen in der zweifachen End-
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konzentration angesetzt und konnten dann leicht kombiniert werden. Vorversuche
zum Ausschluss von Wirkungen des verwendeten Losungsmittels DMSO wurden

durchgefiihrt.

RT-PCR-Analyse

Theoretische Grundlagen

Die Methode der PCR (Polymerase Chain Reaction), von dem amerikanischen Che-
miker Kary Mullis erstmals beschrieben, dient dazu, winzige Mengen von Desoxy-
ribonukleinsdure zu vervielfiltigen, so dass sie dargestellt oder weiter untersucht
werden konnen. Das Prinzip basiert auf dem physiologischen Vorgang in einer Zel-
le, die vor einer Zellteilung ihr Erbmaterial verdoppelt. Schliisselenzym dieses Vor-

gangs ist die DNA-Polymerase.

Im ersten Schritt werden die DN A-Molekiile bei 94 °C denaturiert, d. h. die Wasser-
stoffSbriicSkenbindung zwischen den Nukleotiden gelost. Im zweiten Schritt lagern
sich die Primer, die Startstiicke fiir die Vervielfaltigung, bei 50 - 65 °C an die DNA
an (annealing). Im dritten Schritt bei 72 °C fahrt die Polymerase die DNA entlang
und synthetisiert dabei aus den zugegebenen Nukleotiden einen komplementédren
Strang. Dieser Vorgang wird je nach gewtinschter Vervielfdltigung 20- bis 40mal

wiederholt, was automatisiert in einem Thermocycler geschehen kann.

Fiir die Vervielfaltigung unter Laborbedingungen eignet sich besonders die Poly-
merase des Bakteriums Thermus aquaticus, das in den heiflen Quellen im amerika-
nischen Yellowstone Nationalpark beheimatet ist. Vorteil dieser so genannten Tag-
Polymerase ist, dass sie hitzestabil ist und nicht nach jeder Denaturierung neu hin-
zugegeben werden muss. Nach erfolgreicher Vervielfiltigung kénnen die gewon-

nen DNA-Fragmente durch Gel-Elektrophorese dargestellt werden.
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Tabelle 11: Primer-Auswabhl fur die RT-PCR-Analyse

P-Gp 5-TAC AGT GGA ATT GGT GCT GGG-3’ [Chen et al., 1986]
5-CCC AGT GAA AAA TGT TGC CA-3

MRP1 5-TCT CTC CCG ACA TGA CCG AGG-3’ [Bordow et al., 1994]
5-CCA GGA ATA TGC CCC GACTTC-3’

GAPDH 5-CCA CCC ATG GCA AAT TCC ATG GCA-3"  [STRATAGENE,
5-TCT AGA CGG CAG GTC AGG TCC ACC-3"  #302047]

Die RT-PCR-Analyse ist eine Erweiterung der Polymerase Kettenreaktion (PCR), da
die Tag-Polymerase DNA nicht als Matrize verwenden kann. Dazu wird vor der ei-
gentlichen Vervielfédltigung eine reverse Transkription (RT) der RNA in cDNA (copy
DNA) durchgefiihrt. Das dazu notige Enzym, die Reverse Transkriptase, wird aus
Retroviren, die RNA als Erbsubstanz besitzen, gewonnen. Zum einen kdnnen mit
dieser Methode die kodierenden Bereiche selbst grofierer Gene in einer Reaktion
vervielfaltigt werden, da durch diesen Schritt die nicht-kodierenden Introns nicht
mitkopiert werden. Zum anderen kann untersucht werden, ob eine Zelle ein be-

stimmtes Gen auch exprimiert, d. h. in Form von mRNA vorliegen hat.

Die Primer (Tabelle 11) zum Nachweis der Expression von P-Gp und MRP1 wur-
den so gewdhlt, dass sie ein Intron, d. h. einen nicht-kodierenden Bereich der
DNA, iiberspannen, so dass die eventuelle Amplifikation von genomischer DNA
anhand des langeren Produktes deutlich wird. Zur Uberpriifung der korrekten
PCR-Reaktion wurde ein Primerpaar zur Amplikation des GAPDH-Gens verwen-
det, welches fiir ein Enzym kodiert, das in allen Zellen in nahezu gleich grofier Men-

ge exprimiert wird.
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Extraktion der RNA

Die fiir die reverse Transkription benotigte RNA wurde durch Extraktion aus Zellen
mit Hilfe des Kits RNeasy(TM) (QIAGEN) gewonnen. Das Protokoll wurde nach
Empfehlung des Herstellers durchgefiihrt:

e Zellen einer T150-Kulturflasche mit EDTA-Lgsung ablosen und in ein 15 ml Zentrifu-

genrohrchen tiberfithren, einmal zentrifugieren (1000 g, 5 min, RT)

¢ 600 pl Lysis Puffer RLT auf das Zellpellet geben und mit einer 5 ml Spritze ca. 5 min

mischen (Homogenisierung)

e Lysat 3 min bei voller Geschwindigkeit zentrifugieren und mit Uberstand weiterar-

beiten
e 600 pl Ethalol 70 % zu dem Lysat geben und mit einer Pipette mischen

* je 700 pl der Probe auf zwei Spin-Saulen verteilen und 15 sec bei 8000 g zentrifugieren,

Sammelgefafl wechseln

* Waschen mit 700 pl Wasch Puffer RW1 (15 sec bei voller Geschwindigkeit), Sammel-

gefafs wechseln

* Waschen mit 500 ul Wasch Puffer RPE (15 sec bei voller Geschwindigkeit), Sammel-
gefaf3 beibehalten

* Waschen mit 500 ul Wasch Puffer RPE (2 min bei voller Geschwindigkeit)
* Spin-Sédulen einige Minuten lufttrocknen lassen

¢ Elution mit 30 — 50 ul DEPC-behandeltem Wasser, dazu neues Sammelréhrchen be-

nutzen und 1 min bei voller Geschwindigkeit zentrifugieren

Integritatsprifung der RNA

Die Integritat der RNA wurde tiberpriift, indem 1 ng RNA auf ein spezielles RNA-
Gel (1 g Agarose in 72 ml Wasser, 10 ml 10X MOPS, 18 ml 12,3 M Formaldehyd)
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Abbildung 14: Integritatsprifung der RNA durch Auftragung auf ein RNA-Gel. Zu sehen

sind Banden, die der 28 S-, 5,8 S- und 5 S-Untereinheit der ribosomalen
RNA entsprechen.

aufgetragen und mittels Gelelektrophorese aufgetrennt wurde, so dass die 285-, 5,8

S- und 5 S-Banden der ribosomalen RNA beurteilt werden konnten (siehe Abbil-
dung 14).

Reverse Transkription

Die Uberfithrung der RNA in amplifizierbare cDNA (d. h. reverse Transkription)
wurde mit Hilfe des RT-PCR Kit von der Firma STRATAGENE durchgefiihrt. Ent-

sprechend der Empfehlung des Herstellers wurde nach folgendem Protokoll ver-

fahren:
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* 5 ng RNA werden mit DEPTC-behandeltem Wasser auf ein Endvolumen von 38 pl
gebracht

¢ dazu 3 ul Random Primer (100 ng/pl)
* bei 65 °C fiir 5 min inkubieren und langsam bei Raumtemperatur abkiihlen lassen

e Zugabe von 5 pl 10x first strand buffer, 1 ul RNase Block Ribonuklease Inhibitor (40
U/qul), 2 pl 100 mM dNTPs und 1 ul MMLV-RT (50 U/ul)

e bei 90 °C fiir 5 min inkubieren und anschliefSend auf Eis stellen
Polymerase Kettenreaktion

Die Polymerase Kettenreaktion wurde mit Hilfe des DNA Polymerase Kit der Firma

BIOMETRA durchgefiihrt. Folgendes Protokoll wurde verwendet:

¢ fiir jede zu untersuchende Zelllinie wurden in einem Cap angesetzt:

34 pl steriles Wasser

1 pl cDNA-Losung (= 100 ng RNA)

1 pl ANTP (10 mM, = 200 uM im Reaktionsansatz)

je 0,75 pl 5’-Primer und 3’-Primer (200 ng/ul, = je 0,5 pM im Reaktionsansatz)

1 pl Tag-Polymerase (2 U/ul)

2,5 pl Formamid (= 5 %)
¢ Thermocycler-Einstellungen:

P-Gp: 1 min bei 94 °C, 1 min bei 56 °C, 1 min bei 72 °C, 30 Zyklen
MRP1: 1 min bei 94 °C, 1 min bei 56 °C, 1 min bei 72 °C, 30 Zyklen

GAPDH: 45 sec bei 94 °C, 45 sec bei 60 °C, 1,5 min bei 72 °C, 35 Zyklen
* Anfertigen eines 2 %igen Agarose Gels

- ca. 100 ml TBE-Pufferlosung mit 2 % Agarose erhitzen, bis die Agarose vollstin-

dig gelost ist
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— Agarose in die Gelkammer giefien und Schlitten einsetzen

Auftragen von 10 ul Probe + 3 pl Laufpuffer

bei 60 — 90 mA ca. 2 — 2,5 h laufen lassen, bis die Laufmittelfront ausreichend weit

gelaufen ist

das Gel ca. 1 h in Ethidiumbromidbad legen (100 pl Ethidiumbromid auf 1,5 1 TBE-
Puffer)

unter UV-Licht Beurteilung der Banden
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Statistische Auswertung

Mittelwert, Standardabweichung und Variationskoeffizient

Aus einer Reihe von Einzelmesswerten x; wird das arithmetische Mittel ¥ nach fol-

gender Formel berechnet:

M
=

(4)

=i
Il

Zur Beschreibung des Ausmafies der Streuung der Messwerte um diesen Mittelwert

dient die Standardabweichung s.
x; — X)2

Der Variationskoeffizient vk, auch als relative Standardabweichung s,.; bezeichnet,

gibt das Verhiltnis von s in Prozent vom Mittelwert ¥ an.

s-100%
vk = 7 (6)

Korrelationskoeffizient nach Pearson

Der Korrelationskoeffizient nach Pearson ist ein dimensionsloser Index mit Werten
zwischen -1 und +1 und liefert ein Maf3 dafiir, inwieweit zwischen zwei Datensatzen

eine lineare Abhidngigkeit besteht. Er errechnet sich aus:

o mEXY) - (3X)(3Y) )
VIiny X2 — (3 X)?|[nyY?— (3 Y)?
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Signifikanztests
Prufung auf das Vorliegen einer Normalverteilung

Fiir viele parametrische Tests sind normalverteilte Variablen erforderlich. Mit dem
Kolmogorov-Smirnov-Anpassungstest kann getestet werden, ob eine Reihe von
Messwerten normalverteilt ist (SPSS 10.0.7). Wenn man eine Normalverteilung an-
nehmen kann, so kann fiir die Uberpriifung eines signifikanten Zusammenhangs
der T-Test herangezogen werden. Bei nicht-normalverteilten Messwerten wird der

U-Test verwendet.

T-Test

Der T-Test dient zur Uberpriifung der Wahrscheinlichkeit, mit der zwei Mittelwer-
te mit gegebenener Standardabweichung sich signifikant unterscheiden. Vorausset-

zung ist, dass die Messwerte normalverteilt sind. Die Testgrofse t errechnet sich

nach:
t:|X1—XQ|. ny - np (8)
Sm \/ ny +np
L z\2 o 7)2
- \/E(Xz,l )2+ 3 (xip — %) 9)
ny+mn, —2
U-Test

Anders als beim T-Test wird beim U-Test nicht von einer Normalverteilung der

Messwerte ausgegangen. Die Priifgrofie u errechnet sich nach:
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1
— 1y — Ly — 1
- Y1, — 7o, 2(1”11 7’12)(1”11 +ny + ) | (10)

ny+ny+1
\/nl.nz.%

Dose Modifying Index

Zur Bestimmung des Dose Modifying Index einer bestimmten Konzentration ei-
nes Modulators fiir die Paclitaxelwirkung wurde zunichst fiir die entsprechenden
beiden Wachstumskurven die mittlere letale Dosis (ICsp) bestimmt. Die IC5¢ wur-
de mittels einer logistischen Regression mit Hilfe der Software SPSS 10.0 ermittelt.
Die Prozedur Probit misst die Beziehung zwischen der Starke eines Stimulus und
dem Anteil der Fille, die eine bestimmte Response auf den Stimulus zeigen. Diese
Prozedur ermoglicht es, die Starke eines Stimulus zu schétzen, der notwendig ist,
um einen bestimmten Anteil an Responses zu erzielen, beispielsweise die mittlere
effektive Dosis. Am konkreten Beispiel in dieser Arbeit wird die Ansprechrate in
Prozent der humanen Nierenkarzinomzelllinien auf Paclitaxel bzw. Taxol® auf ei-
ne nichtlineare Kurve angepasst, woran sich die Konzentration, bei der 50 % der
Zellen gestorben sind, ablesen ldsst. Der Dose Modifying Index entspricht nun dem

Verhiltnis aus ICsy vor und nach der Modulation.
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Abbildung 15: Am Beispiel von clearCa-2 wird hier gezeigt, wie die Datenwerte aus den
MTT-Assays an eine Kurve angeglichen wurden, mit Hilfe derer die ICs, be-

stimmbar war.
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Expression und Funktion von P-Glykoprotein (P-Gp) und
Multidrug-Resistance-Related-Protein 1 (MRP1)

P-Gp-Expression

In der RT-PCR konnte gezeigt werden, dass jede der untersuchten Zelllinien mRNA
exprimiert, die fiir das P-Gp kodiert (Abbildung 16). Die Expressionshéhe auf Pro-
teinniveau wurde mittels FACS-Analyse bestimmt (Tabelle 12). Die Werte fiir die
durch einen P-Gp-spezifischen Antikorper (JSB-1) markierten Zellen reichen von
20 % (clearCa-6) bis 75 % (clearCa-7). Der Mittelwert (mit Standardabweichung) fiir
die klarzelligen Nierenkarzinomzelllinien lag bei 46,1 £ 17,3 %, fiir die chromophil-
zelligen bei 48,5 £ 26,1 % und fiir die beiden chromophobzelligen bei 24 + 8,5 %.
Als Kontrolle diente eine Zelllinie von einer normalen Niere (47 & 10 %). Die Unter-
schiede zwischen den einzelnen Gruppen waren nicht signifikant (p > 0,06, U-Test,

Abbildung 17).
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Abbildung 16: Ergebnisse der PCR fur P-Gp (258 bp) und MRP1 (140 bp). Als Kontrol-
le diente der Nachweis von GAPDH (600 bp). Zu erkennen ist, dass alle
untersuchten Zelllinien auf mRNA-Niveau sowohl P-Gp als auch MRP-1 ex-

primieren.
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Tabelle 12: Ergebnisse der FACS-Analyse in Zusammenschau mit den 1Csy-Werten fir die

Paclitaxel- und Taxol®-Resistenz [Reinecke et al., 1997]

Zelllinie ICsg FACS-Analyse

Paclitaxel Taxol® | P-glycoprotein ~ MRP1 Efflux®

(1M) (1M) (%) (%) (%)

clearCa-2 4,26 1,53 51+5 3+2 94 +1
clearCa-3 1,31 0,3 32+5 5+3 49+ 4
clearCa-6 0,05 0,02 208 442 12+2
clearCa-7 35,18 1,47 75+9 2+1 93+3
clearCa-9 11,34 1,93 43+7 3+1 89+1
clearCa-11 0,03 0,01 31+9 5+1 23+9
clearCa-12 134,17 4,71 73+4 10+3 73+10
clearCa-15 130,12 2,64 43 +1 6+5 5+1
clearCa-19 0,56 0,11 47 +9 9+3 58 £5
clearCa-28 1,90 0,76 46 +£5 5+2 77 £10
chromphi-1 4,84 0,17 72+9 11+4 87 £2
chromphi-2 4,2 0,38 70+14 7+6 88+1
chromphi-3 0,6 0,04 23+6 4+3 24+1
chromphi-4 0,27 0,03 29+4 16+11 31+6
chrompho-A 0,08 0,03 18+2 6t5 11+4
chrompho-B 387,5 126,68 30+3 9+7 16+1
Normale Niere 47 +10 77 +£17
MNP Zellen 2547

TEfflux-Effizienz im Rhodamine-Efflux-Assay
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Abbildung 17: Ergebnisse der FACS-Analyse der P-Gp-Expression. Im Vergleich der ver-

schiedenen Tumortypen ergeben sich keine signifikanten Unterschiede.
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Vergleich der P-Gp-Expression bei Zelllinien unterschiedlicher Passag

Um zu untersuchen, ob sich die P-Gp-Expression bei Zelllinien in hohen Passage-
zahlen (50 - 70) von denen niedriger Passagezahlen (10 - 20) signifikant unterschei-
det, wurden bei vier Linien jeweils eine hohere mit einer niedrigen Passagezahl ver-
glichen. Hierbei konnte kein einheitlicher Trend (weder eine einheitliche Abnahme
noch Zunahme) gezeigt werden (U-Test, p > 0,5), auch wenn Anderungen der P-Gp-

Expression im Laufe der Passagierungen deutlich zu erkennen waren (Abbildung

18).
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Abbildung 18: Vergleich der P-Gp-Expression bei hohen und niedrigen Passagezahlen. Es

zeigt sich kein einheitlicher Trend zwischen hoher und niedriger Passage-

zahl.
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MRP1-Expression

Ebenso wie fiir das P-Gp konnte auch fiir das MRP1 in der RT-PCR die entsprechen-
de mRNA in allen Zelllinien nachgewiesen werden (Abbildung 16). In der FACS-
Analyse des entsprechenden Proteins ergaben sich insgesamt geringe Werte zwi-
schen 2 (clearCa-7) und 16 % (chromphi-4) bei einem Vergleichswert von 25 + 7 %
in mononukleédren Blutzellen (Tabelle 12). Der Mittelwert fiir die klarzelligen Nie-
renzellkarzinomzelllinien betrug 5,2 + 2,6 %, fiir die chromophilzelligen ergab sich
ein Wert von 9,5 + 5,2 % und fiir die beiden chromophobzelligen ein Wert von 7,5
+ 2,1 %. Auch hier waren die Unterschiede nicht signifikant (U-Test, p > 0,11, siehe

Abbildung 19).
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Abbildung 19: Ergebnisse der FACS-Analyse der MRP1-Expression. Im Vergleich der ver-

schiedenen Tumortypen ergeben sich keine signifikanten Unterschiede.
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Korrelation zwischen der P-Gp und der MRP1-Expression

Um einen moglichen Zusammenhang zwischen der P-Gp und der
MRP1-Expression zu erkennen, wurde eine Berechnung des Pearson-
Korrelationskoeffizienten durchgefiihrt. Hierbei ergab sich im Vergleich aller
Zelllinien — unabhéngig vom Tumortyp — kein signifikanter Zusammenhang (r =
0,066, p = 0,809, siehe Abbildung 20). Uber die einzelnen Tumortypen getrennt be-
rechnet, ergab sich fiir die chromophobzelligen Nierenzellkarzinome ein positiver
Zusammenhang (r = 1,0), der jedoch bei nur zwei Zelllinien nicht iiberbewertet
werden darf. Bei den klarzelligen und chromophilzelligen war der Zusammenhang

nur gering (r = 0,18 bzw. r = -0,01).
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Abbildung 20: Korrelation zwischen der P-Gp und der MRP1-Expression.
O: klarzellige, ©: chromophilzellige, A: chromphobzellige Nierenkarzinom-

zelllinien

67



Ergebnisse

Rhodamin-Efflux-Assay

Im Rhodamin-Efflux-Assay konnte die Effektivitdt der Effluxmechanismen gezeigt
werden. Dabei lagen die Werte fiir die Effluxeffizienz zwischen 5 % (clearCa-15) und
94 % (clearCa-2). Kurzzeitkulturen von normalem Nierengewebe lieferten einen
Wert von 77 + 17 %. Im Mittel wurde bei den klarzelligen Nierenzellkarzinomzellli-
nien ein Wert von 57,3 & 33,8 %, bei den chromophilzelligen Zelllinien ein Wert von
57,5 1+ 34,76 % und bei den beiden chromophobzelligen Zelllinien ein Wert von 13,5

+ 3,5 % gefunden. Es ergaben sich zwischen den einzelnen Gruppen keine signifi-

kanten Unterschiede (U-Test, p > 0,18, siehe Abbildung 21).

100
——
;\g 801
3 60]
=
L
< 407
5 2 -
o —
e
o 0 —
N = 2 4 10
%o C‘é,o 4‘{9,
O)O O)O eG//.
o) 7o) ©
%, %,
(¢) %
6e®/ %,
% o
Histologie

Abbildung 21: Ergebnisse des Rhodamin-Efflux-Assays. Im Vergleich der verschiedenen

Tumortypen ergeben sich keine signifikanten Unterschiede.

68




Ergebnisse

Korrelation zwischen der P-Gp-Expression und der
Rhodamin-Effluxeffektivitat

In Abbildung 22 a) ist grafisch der Zusammenhang zwischen P-Gp-Expression und
Effluxeffektivitat dargestellt. Es fand sich eine positive Korrelation mit r = 0,803 und
p < 0,001.

Korrelation zwischen der MRP1-Expression und der
Rhodamin-Effluxeffektivitat

Abbildung 22 b) zeigt den Zusammenhang zwischen der MRP1-Expression und der
Effluxeffektivitat, wobei sich hier jedoch keine signifikante Korrelation ergab (r =

-0,141; p = 0,603).
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Abbildung 22: Korrelation des Rhodaminefflux mit P-Gp und MRP1.

O: klarzellige, O: chromophilzellige, A: chromphobzellige Nierenkarzinom-

zelllinien
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Zusammenhang der untersuchten Resistenzmechanismen

mit der Paclitaxel und der Taxol @®-Sensitivitat

Um nun zu tiberpriifen, ob mit den oben gezeigten Ergebnissen zur Expression und
Funktion von P-Gp sowie MRP1 ein Zusammenhang mit dem Ansprechen der Zell-
linien auf Paclitaxel oder Taxol® hergestellt werden kann, wurden entsprechende
Korrelationenskoeffizienten nach Pearson berechnet. Keine Korrelation fand sich
zwischen der MRP1-Expression und der Paclitaxel- oder Taxol®-Sensitivitit (r =
0,44, p = 0,872 bzw. r =-0,044, p = 0,870, Abbildung 23). Dagegen zeigte sich eine po-
sitive Korrelation zwischen der P-Gp-Expression und der Paclitaxel-Sensitivitat (r =
0,551, p = 0,027, Abbildung 24) und eine positive Tendenz bei der Korrelation der P-
Gp-Expression mit der Taxol®-Sensitivitit (r = 0,393; p = 0,132, Abbildung 24). Zwi-
schen der Rhodamineffluxeffektivitdt und der Paclitaxel- oder Taxol®-Sensitivitit
liefs sich keine signifikante Korrelation nachweisen (r = 0,303, p = 0,253 bzw. r =

0,278, p = 0,296, Abbildung 25).
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Abbildung 23: Korrelation MRP1 mit Paclitaxel und Taxol®.
O: klarzellige, O: chromophilzellige, A: chromphobzellige Nierenkarzinom-

zelllinien
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Abbildung 24: Korrelation P-Gp mit Paclitaxel und Taxol®.
O: klarzellige, O: chromophilzellige, A: chromphobzellige Nierenkarzinom-

zelllinien
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Abbildung 25: Korrelation Rhodaminefflux mit Paclitaxel und Taxol®.
O: klarzellige, O: chromophilzellige, A: chromphobzellige Nierenkarzinom-

zelllinien
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Modulation der Rhodamin-Effluxfunktion

Zur Uberpriifung einer moglichen Beeinflussung der Rhodamin-Effluxfunktion
durch die oben beschriebenen Modulatoren Verapamil und Cremophor® EL wur-
den Proliferationsversuche zur Messung der Wachstumsinhibition von Paclitaxel
und Taxol® in Kombination mit den Modulatoren sowie FACS-Untersuchungen zur
Rhodamin-Effluxbestimmung unter Einfluss der Modulatoren durchgefiihrt. Die Si-
gnifikanz wurde mittels T-Test tiberpriift. Bei den ausgewdhlten Linien, clearCa-
7 sowie chromphi-2, zeigte sich eine deutliche Erhohung der Empfindlichkeit auf
Paclitaxel sowohl in Kombination mit Cremophor® EL als auch mit dem Kalziu-
mantagonisten Verapamil (Abbildung 26). Dieser Modulationseffekt war signifikant
(p < 0,05) bei niedrigen Paclitaxel-Konzentrationen (0,01 und 0,1 pM) und nicht si-
gnifikant (p > 0,05) bei der Konzentration von 1 uM Paclitaxel. Auch in der FACS-
Analyse konnte eine signifikante (p < 0,05) Reduktion der Efflux-Funktion sowohl
durch Verapamil als auch durch Cremophor® EL festgestellt werden. Vorversuche
mit dem hier verwendeten Losungsmittel DMSO in den entsprechenden Konzen-
trationen zeigten weder eine direkte toxische Schddigung noch eine Modulation der

Paclitaxelwirkung bzw. Effluxeffektivitit.
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Abbildung 26: Wachstumsinhibition bei verschiedenen Paclitaxel-Konzentrationen in Kom-
bination mit Verapamil (¢: Kontrolle; O: 0,1 uM; A: 1 yM; O0: 10 uM) oder
Cremophor® EL (4: Kontrolle; ®: 0,000075 %; A: 0,00075 %; B: 0,0075 %).
Dargestellt ist zudem der Dose Modifying index (DMF). Erkennbar ist, dass
sowohl Verapamil als auch Cremophor® EL die Wirkung von Paclitaxel ver-

starken konnen.
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Abbildung 27: Abhangigkeit der Effluxfunktion von verschiedenen Konzentrationen von Ve-
rapamil bzw. Cremophor® EL. Zu sehen ist eine deutliche Verminderung der
Rhodamin-Effluxfunktion als Hinweis auf eine Blockierung des P-Gp sowohl

durch Verapamil als auch durch Cremophor® EL (*: p < 0,05).
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Hintergrund dieser Arbeit ist die weitgehende Resistenz des Nierenzellkarzinoms
gegeniiber nahezu allen bislang in der Therapie eingesetzten Zytostatika. In
klinischen Untersuchungen liegt die Ansprechrate im Mittel nur bei etwa 4 %.
Interessant in diesem Zusammenhang ist jedoch, dass das humane Nierenzellkar-
zinom in vitro sehr wohl eine deutliche Ansprechrate auf das erst seit einigen
Jahren in der Chemotherapie eingesetzte Zytostatikum Paclitaxel (Taxol®) zeigte.
Jedoch bestand eine Heterogenitit der Paclitaxel/ Taxol®-Sensitivitit zwischen den
verschiedenen untersuchten Zelllinien [Reinecke et al., 1997], fiir die eine Reihe von

Resistenzmechanismen verantwortlich sein konnen.

Prinzipiell lassen sich drei Strategien der Zelle unterscheiden, sich gegen Toxine zu

wehren.

Erstens kann die Zelle versuchen, die intrazellulare Konzentration der toxischen
Substanz zu verringern. Dazu zédhlen neben den beiden Transportproteinen P-Gp
und MRP1 noch eine Reihe weiterer, teilweise noch wenig untersuchter Trans-
portproteine. Zu nennen sind hier Multidrug-Resistance-Related-Proteine, wie

MRP2 (nachgewiesen in verschiedenen cisplatinresistenten humanen Karzinomen
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[Taniguchi et al., 1996]), MRP4 (Resistenz gegen nukleosid-basierte Virostatika
[Schuetz et al., 1999]), MRP5 (Resistenz gegen Platin-Komplexe wie Cisplatin
bei Lungenkrebs [Oguri et al., 2000]) und MRP6 (Anthracyclinresistenz bei einer
humanen MDR-Leukédmie Zelllinie [Longhurst et al., 1996]). Ein weiteres in diesem
Zusammenhang bedeutsames Membranprotein, das den ,ATP-binding cassette
proteins’ (ABC) zugerechnet wird, ist das erst kiirzlich beschriebene ,breast cancer
resistance protein’(BRCP), welches in Mitoxantron-selektierten Zelllinien von
Mamma-, Magen- und Kolonkarzinomen gefunden wurde [Ross et al., 1999]. Das
ebenfalls noch nicht lange bekannte Lung-Resistance-related Protein (LRP) ist ein
110 kD grofSes Protein und entspricht dem humanen Major-Vault-Protein (MVP).
Zusammen mit zwei weiteren hochmolekularen Proteinen sowie einem kurzen
RNA-Fragment (VRNA) bildet es die sogenannten Vaults, die erstmals von Ke-
dersha and Rome [1986] beschrieben wurden. Vault-Proteine (= Gewdlbeproteine)
scheinen eine fundamentale Rolle in verschiedensten Zellprozessen zu spielen.
Auflerdem konnte ein Zusammenhang der Expression von MVP (LRP) mit einer
Resistenz gegen Zytostatika gezeigt werden [Dalton and Scheper, 1999], wobei der

Wirkmechanismus noch vollig ungeklart ist.

Die zweite Strategie einer Zelle, sich gegen Toxine zu wehren, ist die Detoxifizie-
rung durch Metabolisierung. So dienen Glutathion-S-Transferasen, von denen eine
Reihe von Untergruppen («, u, 7r und 0) existieren, dazu, die zu eliminierenden
Substanzen mit Glutathion zu konjugieren und so leichter metabolisieren oder
sezernieren zu konnen. Von Bedeutung bei der Resistenz gegen Zytostatika scheint
vor allem das Muster der Isoformexpression [Salinas and Wong, 1999]. Besonders
der Isotyp 7 konnte bei Ovarialkarzinomen mit einer Resistenz auf Cisplatin,
Doxorubicin, Melphalan und Cyclophosphamid in Verbindung gebracht werden
[Green et al., 1993]. Die Bedeutung der Glutathion-S-Transferasen im Hinblick auf
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die Paclitaxel-Resistenz ist jedoch noch nicht vollig geklart.

Drittens kann eine Zelle versuchen, die Wirkung des Toxins zu verhindern. So kann
die Zielstruktur, auf die das Toxin wirkt, verdndert sein. Vor allem bei Substanzen,
die auf den Tubulinstoffwechsel zielen, wie es bei Paclitaxel (Taxol®) der Fall ist,
spielt das Muster der Tubulin-Isotypenexpression und das Verhiltnis von poly-
merisiertem Tubulin (Mikrotubuli) zu Tubulindimeren eine Rolle. Beispielsweise
konnten Minotti et al. [1991] an Ovarzellen vom chinesischen Hamster zeigen, dass
paclitaxelresistente Zellen weniger polymerisiertes Tubulin enthalten. Jaffrezou
et al. [1995] konnten zeigen, dass ein Uberwiegen von 35-Tubulin (= Klasse [Va) mit

einer Paclitaxelresistenz einhergeht.

Es kommen also mehrere vom Ansatzpunkt vollig verschiedene Mechanis-
men fiir die Erklirung der Paclitaxel(Taxol®)-Resistenz in Frage. In den hier
gezeigten Untersuchungen wurde P-Gp und MRP1 ausgewdhlt. P-Gp ist nach-
weislich im humanen Nierenzellkarzinom vorhanden [Fojo et al., 1987] und kann
Paclitaxel/Taxol® als geeignete Substanz transportieren [Chin et al., 1993]. MRP1
wurde ebenfalls im Nierenzellkarzinom beschrieben [Kim et al., 1996], wenn auch

die Affinitit zu PaclitaxelTaxol® geringer zu sein scheint [Cole et al., 1994].

Das Multidrug-Resistance-Associated-Protein 1 (MRP1) ist ein auf der Zello-
berflache lokalisiertes Transportprotein. Es weist strukturelle und funktionelle
Ahnlichkeiten zum P-Gp auf, zeichnet sich jedoch durch gewisse Unterschiede
im Spektrum der bevorzugt transportierten Substanzen aus. Unter anderem zeigt
sich eine geringere Affinitidt zu Paclitaxel/Taxol® [Cole et al., 1994]. MRP1 konnte
mittels RT-PCR und FACS-Analyse bei allen untersuchten Nierenkarzinomzellli-

nien nachgewiesen werden, wobei sich jedoch im Vergleich zur Kontrolle eine nur
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geringe Expression zeigte. Obwohl Kim et al. [1996] auch in Nierenzellkarzinomen
eine hohe MRP1-Expression zeigen konnten, wurden in dieser Arbeit jedoch keine
Untersuchungen zur Paclitaxel/Taxol®-Sensitivitdt durchgefiihrt. Dariiberhinaus
wurde die MRP1-Expression von Kim et al. [1996] nur auf dem Niveau der
RNA, nicht aber auf der Protein-Ebene untersucht. In unseren Versuchen konnte
kein Zusammenhang zwischen der MRP1-Expression und dem Rhodamin-Efflux
gezeigt werden, wobei aufgrund der nur geringen MRP1-Expression in unseren
untersuchten Zelllinien der Rhodamin-Efflux insgesamt eher die Funktion des

P-Gp widerspiegelt.

In unseren Untersuchungen konnte kein Zusammenhang zwischen der Hohe der
Expression von MRP1 und der Paclitaxel- und Taxol®-Sensitivitit gezeigt werden.
Dies ist im Hinblick auf die niedrige Expression von MRP1 in den hier untersuchten
Zelllinien nicht iiberraschend. Zudem spielt MRP1 auch in der Literatur fiir die
Paclitaxel / Taxol®-Sensitivitidt eher eine untergeordnete Rolle [Cole et al., 1994,
Breuninger et al., 1995]. Somit ldsst sich anhand der gemessenen MRP1-Expression
in den von uns untersuchten Zelllinien keine Vorhersage auf das Ansprechen auf

Paclitaxel / Taxol® machen.

Das P-Glykoprotein (P-Gp) ist wie MRP1 ein auf der Zelloberfldche lokalisiertes
Transportprotein. Die physiologische Bedeutung ist noch nicht vollstandig geklart,
jedoch scheint es den Korper vor hydrophoben, toxischen Substanzen zu schiitzen.
Es wird in verschiedenen Geweben exprimiert, unter anderem auch in den Nieren,
dort vor allem in den proximalen Tubuluszellen. P-Gp vermag strukturell vollig
unterschiedliche Substanzen aus den Zellen zu transportieren, unter anderem auch
Paclitaxel/Taxol®. Mittels RT-PCR-Analyse und FACS-Analyse konnte bei allen

hier untersuchten Nierenkarzinomzelllinien eine Expression von P-Gp nachge-
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wiesen werden, wobei die Hohe der Expression differierte. Jedoch zeigten sich im
Gegensatz zu den Ergebnissen von Rochlitz et al. [1992] keine signifikanten Unter-
schiede zwischen der Hohe der P-Gp-Expression und dem histologischen Typ des
Nierenzellkarzinoms. Im Rhodamin-Efflux-Assay ergab sich in unseren Nierenkar-
zinomzelllinien eine gute Korrelation zwischen der Hohe der P-Gp-Expression
auf Proteinebene und des Rhodamin-Effluxes, was dafiir spricht, dass in unseren
untersuchten Nierenkarzinomzelllinien der grofste Anteil der Effluxleistung durch

P-Gp und weniger durch andere Effluxmechanismen wie MRP1 erbracht wird.

Obwohl sich zwischen der P-Gp-Expression und der Taxol®-Empfindlichkeit sowie
der P-Gp-Expression und dem Rhodamin-Efflux keine signifikante Korrelation
ergab, war jedoch ein deutlicher Trend zu erkennen, der auf einen moglichen
Zusammenhang hindeutet. Hier scheinen deshalb andere, oben diskutierte Resis-
tenzmechanismen zum Tragen zu kommen, die eine Korrelation erschweren. Man
erkennt vor allem anhand der Zelllinien chrompho-B und clearCa-15, dass trotz
relativ niedriger P-Gp-Expression eine deutliche Resistenz gegentiber Paclitaxel
und Taxol® vorhanden sein kann. Dagegen konnte gezeigt werden, dass die
Expression von P-Gp signifikant mit der Paclitaxel-Sensitivitdt — nicht jedoch mit
der Taxol®-Sensitivitiat — korreliert. Somit ist P-Gp vermutlich ein wesentlicher
Mechanismus fiir die Paclitaxel-Sensitivitit im humanen Nierenzellkarzinom.
Diese Beobachtung wird durch die in der Literatur schlechten Erfahrungen in der
Therapie des humanen Nierenzellkarzinoms mit Taxol® gestiitzt [Einzig et al.,

1991].

Um den oben beschriebenen Zusammenhang zwischen der Expression und
Funktion von P-Gp mit der Paclitaxel-Sensitivitdt zu erhdrten, wurden Modula-

tionsversuche durchgefiihrt. Es konnte gezeigt werden, dass die Empfindlichkeit
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auf Paclitaxel sowie Taxol® bei entsprechender Erh6hung der Konzentration des
Modulators signifikant zunahm. Diese Beobachtung wurde durch die Ergebnisse
der FACS-Analyse noch weiter unterstiitzt, bei denen die gemessene Effluxef-
fektivitat signifikant durch eine Erhohung der Konzentration der Modulatoren
gesteigert werden konnte. Kontrollexperimente mit dem hier verwendeten Lo-
sungsmittel DMSO in den entsprechenden Konzentrationen zeigten dagegen
keine toxischen oder modulatorischen Effekte, was auch den Beobachtungen in
der Literatur entspricht [Zhou et al., 1993, Dorr and Liddil, 1991, Fardel et al.,
1992]. Fiir die Modulation wurde zum einen der bereits vielfach beschriebene
Kalziumantagonist Verapamil eingesetzt. Zum anderen wurde der Losungs-
vermittler Cremophor® EL verwendet, der im Taxol® Verwendung findet und
daneben ebenfalls einen deutlichen Einfluss auf die Paclitaxel-Resistenz zu haben
scheint (siehe Kapitel Grundlagen). Dabei wurden Verapamil- und Cremophor®
EL-Konzentrationen verwendet, die fiir sich genommen keinen zytotoxischen
Effekt zeigten. Gerade bei Cremophor® EL sind bei hoheren Konzentrationen
neben den MDR-modulatorischen auch eigene zytotoxische Effekte beschrieben
[Csoka et al., 1997]. Bei den hier verwendeten Konzentrationen hat jedoch der
Modulationseffekt den entscheidenen Anteil an der viel hoheren Wirksamkeit
des Taxol® im Vergleich zu Paclitaxel, wie Kontrollexperimente zeigten, in denen
Cremophor® EL wie auch Verapamil alleine keine wachstumsinhibierenden Effekte
auszulgsen vermochten. Ein Vorteil von Cremophor® EL als P-Gp-Modulator
ist die Tatsache, dass es weniger von der Proteinkonzentration im Serum des
Patienten beeinflusst wird [Schuurhuis et al., 1990]. Untersuchungen von Csoka
et al. [1997] machen jedoch auf das Problem aufmerksam, dass in vivo dieser
Potenzierungseffekt von Cremophor® EL auf Paclitaxel bei weitem nicht so grof3
ist (etwa nur ein Fiinftel), wie die Untersuchungen in vitro zeigten. Eine Erkldrung

ist, dass das Verteilungsverhalten von Cremophor® EL im Korper nicht dem von

83



Diskussion

Paclitaxel entspricht, wodurch Cremophor® EL und Paclitaxel nicht im optimalen
Konzentrationsverhiltnis an die Tumorzelle gelangen. Einen ungewohnlichen
Effekt beschrieb Liebmann et al. [1993]. Er konnte bei htheren Cremophor® EL-
Konzentrationen einen antagonisierenden Effekt auf die Paclitaxelwirkung zeigen,
da Cremophor® EL in hoher Konzentration die Zellen in der G1-Phase arretierte
und somit die fiir die Paclitaxelwirkung wichtige Mitose hemmte. Dieser paradoxe
Effekt liefs sich auch teilweise an den hier untersuchten Zelllinien [Reinecke et al.,
1997] nachweisen. Fiir die hier gemachte Beobachtung, dass bei hoheren Paclita-
xelkonzentrationen der Einfluss des Modulators sowohl von Verapamil als auch
von Cremophor® EL geringer ausgeprégt ist, konnte jedoch in der Literatur keine

Entsprechung gefunden werden.

Wiéhrend es eine Reihe von Berichten iiber die Moglichkeit der MDR-Modulation
in vitro gibt, gibt es nur wenige klinische Studien iiber den Einsatz von Modulatoren
des P-Gp [Sikic et al., 1997]. Beim Einsatz von MDR-Modulatoren in der Therapie
von malignen Tumoren ist zu beachten, dass die Modulatoren selbst eine signi-
fikante Toxizitdt besitzen konnen. Desweiteren kann sich durch Hemmung der
P-Gp-Funktion in gesundem Gewebe (Niere und Leber) eine erhohte Toxizitdt des
eingesetzten MDR-abhdngigen Zytostatikums ergeben. Dafiir spricht ein Bericht
von Bertrand et al. [1992], der eine exzessive Vincristin-induzierte Neuropathie
beim Einsatz mit dem MDR-Modulator Cyclosporin beschreibt. Ein weiterer Aspekt
der MDR-Modulation ist eine mogliche Inhibierung der P-Gp-Expression. So konn-
ten Beketic-Oreskovic et al. [1995] zeigen, dass PSC 833, ein vom Cyclosporin
abgeleiteter Modulator, in vitro die Wahrscheinlichkeit fiir die Entwicklung einer

P-Gp-vermittelten Doxorubicin-Resistenz um den Faktor 6 vermindern konnte.

Eine Erkldrung fiir die in der Literatur insgesamt schlechten Erfahrungen mit der
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Modulation von MDR ist eine zu schwache Wirksamkeit der Modulatoren in vivo.
Unter kontrollierten in-vitro-Bedingungen sind zwar deutliche Effekte erzielbar,
unter den wesentlich komplexeren in-vivo-Bedingungen bei moglicherweise noch
weiteren Resistenzmechanismen wird jedoch die gewiinschte Wirkung oft nicht
mehr erreicht. Wiinschenswert wire deshalb fiir jeden einzelnen Tumor eine genaue
Untersuchung, welche Resistenzmechanismen vorliegen, um diese Mechanismen

erfolgreich umgehen zu konnen.

Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit belegt werden, dass P-Gp ein Resis-
tenzmechanismus des humanen Nierenzellkarzinoms fiir Paclitaxel ist. Ziel wei-
terer Untersuchungen wird sein, zu einem besseren Verstidndnis aller im Nieren-
zellkarzinom aktiven Resistenzmechanismen zu kommen. Dies konnte in Zukunft
die Chance erhohen, fiir Nierenzellkarzinome individuelle Profile der Resistenzme-
chanismen zu erstellen und daran die Auswahl der Zytostatikakombination zu ori-

entieren.
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Abkurzungsverzeichnis

BRCP Breast-Cancer-Resistance-Protein

FACScan Fluorescence activated cell scanner

LRP Lung-Cancer-Resistance-Protein

MDR Multidrug Resistance (im Allgemeinen)

MDR1 Multidrug-Resistance-Gen, kodiert fiir das P-Glykoprotein
MRP1 Multidrug-Resistance-Associated-Protein 1

MTT 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazoliumbromid
P-Gp P-Glykoprotein

RT-PCR Reverse transcription polymerase chain reaction

CFTR Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator
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Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war die Analyse der Expression von Multidrug-Resistance-
Protein (P-Glykoprotein P-170) und Multidrug Resistance associated Protein 1
(MRP1) mittels FACS-Analyse und RT-PCR bei Nierenkarzinomzellinien unter-
schiedlichen histologischen Typs. Aufierdem wurde die Funktionalitit des P-
Glykoprotein-Systems mittels des Rhodamin-Efflux-Assays in der FACS-Analyse
tiberpriift. Zur Untersuchung des Zusammenhangs zwischen dem Ansprechen auf
Paclitaxel/Taxol® und der Expression und Funktion von P-Gp bzw. MRP1 wur-
den Modulationsversuche sowohl im Proliferationsassay (MTT-Assay) als auch in
der FACS-Analyse durchgefiihrt. Die MRP1-Expression war gering und zeigte kei-
ne Korrelation mit der Paclitaxel/Taxol®-Sensitivitit. Dagegen zeigte die Expres-
sion von P-Gp eine positive Korrelation mit der Paclitaxel/ Taxol®-Sensitivitit, die
allerdings nur fiir Paclitaxel statistisch signifikant war. In den Modulationsversu-
chen konnte eine signifikante Beeinflussung sowohl der Paclitaxel- bzw. Taxol®-
Sensitivitdt als auch der Rhodamin-Effluxeffektivitit mit Hilfe der Multidrug-
Modulatoren Verapamil und Cremophor® EL erzielt werden. Die Ergebnisse dieser
Arbeit sprechen dafiir, dass die P-Gp-Expression von Nierenzellkarzinomen ursach-
lich an der Paclitaxel/ Taxol®-Sensitivitit beteiligt ist, dass offensichtlich aber auch
noch andere Resistenzmechanismen eine Rolle spielen. Somit sind noch weitere Un-
tersuchungen an den vorhandenen Zelllinien notig, um andere, zusitzlich wirksa-

me Zytostatika-Resistenzmechanismen des Nierenzellkarzinoms zu identifizieren.
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