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2 Einleitung 4

[ 1 Einleitung

1.1 Multidrug-resistance im Nierenzellkarzinom

Nierenzellkarzinome sind maligne Tumoren des Tubulusepithels und stellen etwa 3%
aller bosartigen Neoplasien. Histologisch werden sie in klarzellige (ca. 75% Anteil),
chromophile (10%), chromophobe (5%) und einige seltene Subtypen eingeteilt.
(Dérsam et Staehler 2001). Manner sind mit einer Inzidenz von etwa 12:10°
gegeniiber Frauen (6:10°) haufiger betroffen. In den letzten Jahren nimmt die
Haufigkeit des Nierenzellkarzinom weltweit zu. In den USA ist seit 1973 eine
Erhdhung der Inzidenz um 43% beschrieben (Motzer et al. 1996). Das mittlere
Erkrankungsalter bei Diagnose betragt 65 Jahren. In 20-30% der Falle sind
Fernmetastasen bei Entdeckung vorhanden. In 50-60% der Falle entwickeln sie sich
wahrend der Therapie. Die Prognose ist stadienabhangig und mit Ausnahme des
lokalisierten Stadiums unglnstig. Bei Metastasierung betragt die 5-Jahres-Uber-
lebensrate weniger als 20%. Bei Fernmetastasen liegt die Lebenserwartung unter 12
Monaten. Die Mortalitat des Nierenzellkarzinoms wird mit 7,5:105 fur Manner und
4:10° fir Frauen angegeben. Nikotinabusus, Adipositas, Hypertonus,
Thiaziddiuretika-Therapie und langjahrige  Phenacetin-Einnahme sind als
Risikofaktoren einzustufen (Vogelzang et Stadler 1998, Db6hte et al. 2000).

Das Nierenzellkarzinom gilt als einer der Chemotherapie-resistentesten Tumoren mit
Ansprechraten auf Zytostatika zwischen 5-15% (Yagoda et al. 1995, Chapman et
Goldstein 1995). Verantwortlich dafur sind die intrinsische und akquirierte Multi-Drug-
Resistance (MDR). Diese geht mit einer Kreuzresistenz gegenlber einer grof3en
Anzahl strukturell und funktionell verschiedener Zytostatika, wie z.B. Vincristin,
Vinblastin, Doxorubicin, Mitoxantron, Etoposid, Topotecan und Paclitaxel einher. Die
intrinsische MDR besteht von Beginn an, die akquirierte MDR entwickelt sich unter
der Zytostatikatherapie bei initial erfolgreichem Ansprechen auf Zytostatika (Fojo et
al. 1987, Chapman et Goldstein 1995, Naito et al. 1999). Das Nierenzellkarzinom gilt
als Tumor mit intrinsischer MDR, jedoch kann hier auch die erworbene Resistenz
eine Rolle spielen (Chapman et Goldstein 1995, Naito et al. 1999).
Hauptverantwortlich fur den MDR-Phanotyp im Nierenzellkarzinom ist das P-170-
Glycoprotein (P-gp), eine Efflux-Pumpe aus der Gruppe der ATP-binding cassette-
Transporter. P-gp ist in der Lage, Xenobiotika wie z.B. Paclitaxel, Vincristin oder
Doxorubicin aus der Zelle zu befordern (Fojo et al. 1987, Chapman et Goldstein
1995, Dumontet et Sikic 1999, Naito ef al. 1999, Reinecke et al. 2000). Das Nieren-
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gewebe weist als Ausscheidungsorgan physiologisch einen hohen P-gp Gehalt auf.
Tumoren solcher Ursprungsorgane nutzen diesen Mechanismus als Schutzfaktor
gegenuber toxischen Zytostatika (Chapman et Goldstein 1995).

Verschiedene andere Resistenzmechanismen, z.B. ein erhdhter Gehalt weiterer
Transportermolekiile wie MRP (Multidrug —Resistance-Associated-Protein), cMOAT
MRP2 (Multispecific-Organic-Anion-Transporter), TAP (Transporter-of-Anorganic-
Protein), MXR/BRCP (Breast Cancer-Resistance-Protein) oder  LRP (Lung-
Resistance-related-Protein), ein veranderter Gluthationstoffwechsel mit erhdhtem
Glutathion und GST-mmr sowie Topoisomerase-ll sind ebenfalls mit dem MDR-
Phanomen assoziiert (List et al. 1997, Hipfner et al . 1999, Naito et al. 1999). Die
Expression einiger dieser Gene ist auch im Nierenzellkarzinom nachgewiesen und
mdglicherweise am MDR-Phanotyp mitbeteiligt (Volm et al. 1992, Kim et al. 1996,
Naito et al. 1999).

1.2 Paclitaxel-assoziierte Resistenzmechanismen

Trotz hoher Chemotherapieresistenz zeigen Nierenzellkarzinome in vitro ein
heterogenes Ansprechen auf das Zytostatikum Paclitaxel (Taxol®) (Reinecke et al.
1997). Paclitaxel ist ein Naturprodukt der Pazifischen Eibe Taxus brevifolia und
gehort zur Gruppe der Taxane. Es besitzt eine breite zytostatische Aktivitat
gegenuber ansonsten Therapie-refraktaren soliden und nicht-soliden Neoplasien.
Innerhalb klinischer Studien ist eine gute Aktivitat gegenuber Ovarial-, Mamma-, und
Bronchialkarziomen, sowie Kopf-Hals-Tumoren bewiesen (Rowinski et Donehower
1995). Es greift am Mikrotubuli-System der Zellen an und bindet dort bevorzugt an [3-
Tubulin. Dadurch erfolgt eine kinetische Stabilisierung der Mikrotubuli gegentber
Depolymerisation und Forderung ihrer Polymerisation. Hierdurch wird die
dynamische Instabilitat der Mikrotubuli (,treadmilling®) unterdrickt. Mitose, Zellzyklus,
intrazellularer Transport und Zellform werden so beeintrachtigt (Rowinski et
Donehower 1995, Dumontet et Sikic 1999). Eine Bundelung der Interphasen-
Mikrotubuli kann lichtmikroskopisch beobachtet werden (Reinecke et al. 1997).
Klinisch relevante Plasmaspiegel liegen zwischen 0,005 yM und 3 pyM. In diesem
Bereich kommt es zu Mitose-Arrest und Zelltod (Blagoskonny et Fojo 1999).

Als wichtigster Mechanismus der erworbenen und intrinsischen Paclitaxel-Resistenz

gilt die Uberexpression von P-Glycoprotein. Als lipophiles Molekill ist Paclitaxel ein
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bevorzugtes Substrat dieser Efflux-Pumpe (Rowinski et Donehower 1995,
Dumontet et Sikic 1999). Ein weiterer gut charakterisierter Resistenzmechanismus
besteht in einer veranderten B-Tubulin-Isotypen-Konstellation in der Zelle. In
Saugetierzellen liegt B-Tubulin in Form von 6 Isotypen (Bi, Bu, B, Biva, Bive, Bv) vor
(Sullivan et Cleveland 1886), die in vitro ein etwas anderes dynamisches Verhalten
aufweisen (Derry et al. 1997). Die B-Tubulin-Isotypen werden teils konstitutiv (z. B. 3
in vielen Geweben und Blutzellen), teils gewebespezifisch (z. B. By in Neuronen)
exprimiert. Insbesondere ein erhohter By- und Ba- Isotypen-Gehalt scheint ein
vermindertes Ansprechen auf Paclitaxel zu begunstigen, wobei die meisten Studien
die erworbene in vitro-Resistenz behandeln (Burkhart et al. 2000). Humane
Prostatakarzinom- und Ovarkarzinomzellinien sind in diesem Zusammenhang gut
untersucht. Ein erhohter Gehalt an By-Tubulin fuhrt in diesen Zellinien zur Paclitaxel-

Resistenz (Ranaganathan et al. 1996, Kavallaris et al. 1997).

1.3 Aufbau und Funktion der Resistenzgene P-gp, MRP und LRP

P-gp gehort zur Familie der ,ATP-binding cassette“ Transporter und ist eine 170 kDa
grol3e, Energie-abhangige und Membran-gebundene Efflux-Pumpe (Gros et al.
1986). Resistente Zellinien, die P-gp exprimieren, reichern intrazellular weniger
toxische Produkte an, da P-gp unter ATP-Verbrauch eine breite Palette an
hydrophoben Substanzen aus der Zelle transportiert. P-gp wird vom humanen
MDR1-Gen codiert. Es ist ein Glycoprotein, aufgebaut aus 12 transmembrandsen
Domanen und zwei ATPase-Untereinheiten. Das primare mRNA-Transkript des
MDR1-Gens ist 4,5 kb gro3. Sowohl Promotorregion als auch genomische
Organisation sind gut untersucht (Chen et al. 1990). Ein hoher P-gp-Gehalt findet
sich in den Ausscheidungsorganen Leber, Niere, Jejunum und Colon, dem Pankreas
und der Nebenniere. Auch Tumorgewebe dieser Organe zeigt in der Regel einen
hohen P-gp-Gehalt. Geringe Mengen an P-gp finden sich meist in Tumoren, die
primar sensitiv auf Chemotherapeutika reagieren (z. B. Mammakarzinom, ALL). Eine
erhohte P-gp-Expression findet man in diesen Tumoren haufig nach Behandlung mit
MDR-assoziierten Zytostatika. Die physiologische Bedeutung von P-gp ist bis jetzt
noch nicht vollstandig geklart. P-gp ist an der luminalen oder apikalen Seite der

Zellmembran lokalisiert. Im Gastrointestinaltrakt vermag P-gp die Aufnahme von
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Xenobiotika und die Ausscheidung durch die Mukosa zu regulieren, in Leber und
Nieren die Exkretion von Substanzen in Galle und Urin. Aul3erdem scheint P-gp an
der Bildung der Blut-Hirn-Schranke und Blut-Pazenta-Schranke beteiligt zu sein (Fojo
et al. 1987).

1992 wurde in Doxorubicin-selektierten Bronchialkarzinomzellinien ein nicht-P-gp
vermittelter Resistenzmechanismus (MRP1) entdeckt. MRP1 wurde spater auch in
verschiedenen Zytostatika-resistenten Zellinien ohne erhohten P-gp-Gehalt
nachgewiesen (Cole et al. 1992). Genauso wie P-gp gehért MRP1 zur Gruppe der
ATP-binding cassette-Transporter, weist allerdings nur eine Homologie von 15% zu
P-gp auf. MRP1 befordert als Membran-gebundene Efflux-Pumpe verschiedene
Xenobiotika, wie z. B. Doxorubicin, Etoposid oder Vincristin aus der Zelle heraus. Im
Gegensatz zu P-gp scheint MRP1 eine Rolle im Transport von Glutathion-
konjugierten Substraten zuzukommen und es wird meist an der basolateralen Seite
der Epithelien exprimiert (Grant et al. 1994). Die Expression von MRP1 ist in einer
ganzen Reihe von Tumorgeweben beschrieben worden. Dazu gehéren u. a.
Tumoren des Gastrointestinaltraktes, des Urothels, Ovarialkarzinomen, Prostata und
AML. Der hochste Gehalt ist in Bronchialkarziomen zu finden. Normalgewebe mit
hohem MRP1-Gehalt sind Lunge, Testis und periphere mononukleare Blutzellen
(Hipfner et al. 1999).

1999 wurde ein weiterer nicht-P-gp assoziierter Resistenzmechanismus entdeckt und
als LRP bezeichnet (Scheper et al. 1993). Das 110 kD Protein LRP entspricht dem
Human Major Vault Protein (MVP) (Scheffer et al. 1995). Vaults sind grol3e, ovale,
zytoplasmatische Ribonucleoproteinpartikel , die evolutionar hoch-konserviert sind.
Sie bestehen aus drei Proteinen, dem 110 kD LRP/MVP und den beiden Minor Vault
Proteinen p240 und p193, sowie einer kleinen, untranslatierten vRNA. Der grofite
Anteil der Vaults ist im Zytoplasma der Zellen lokalisiert, kleiner Anteile auch in der
Nahe der Kernmembarn (Schefer et al. 2000). Gewebe mit hoher chronischer
Xenobiotika-Exposition, wie Bronchusepithel, Intestinum, Niere, Keratinozyten und
Makrophagen besitzen einen hohen LRP-Gehalt. In Tumorgeweben ist eine hohe
Expression in Nieren-, Colon- und Pankreaskarzinomen sowie AML beschrieben
worden (lzquierdo et al. 1999). Aufgrund von Lokalisation, Aufbau und
Gewebeverteilung des LRP-Proteins wird die Hypothese vertreten, dal3 Vaults eine

entscheidene Rolle im nucleo-zytoplasmatischen Transport und Umverteilung von
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Xenobiotika in der Zelle zukommt. Die genauere physiologische Bedeutung der

Vaults ist allerdings bis jetzt ungeklart (Schefer et al. 2000).

1.4 Zielsetzunq dieser Arbeit

Zwar ist in den meisten Nierenkarzinomzellinien die Paclitaxel-Resistenz gut mit der
P-gp-Expression zu erklaren, doch existieren auch resistente Zellinien ohne
klassischen MDR-Phanotyp. In diesen liegt trotz hoher Paclitaxel-Resistenz ein
niedriger P-gp Gehalt mit einer geringen funktionellen Aktivitat vor. In wieweit hier
alternative Resistenzmechanismen, wie MRP oder LRP fur das Ansprechen auf
Paclitaxel relevant sind, ist unklar. FUr LRP existieren keine Expressionsstudien in
einer grolleren Anzahl von Nierenzellkarzinomen. Untersuchungen der
verschiedenen B-Tubulin-Isotypen in Nierenzellkarzinomen und Beziehungen zur
Paclitaxel-Sensitivitat existieren nicht. Auch ist weitgehend unbekannt, ob die
Uberexpression von Tubulin-Isotypen auch fir den Typ der intrinsischen Resistenz
von Bedeutung ist, da die meisten Studien Paclitaxel-selektierte Subklone (Model
der akquirierten Resistenz) verwenden. Hinweise sind vorhanden, dass sich die
Mechanismen der intrinsischen und erworbenen MDR im Nierenzellkarzinom
unterscheiden konnen (Yu et al. 1998, 2000). Umfangreiche Studien fehlen hier, da
das Nierenzellkarzinom zumeist im Zusammenhang der intrinsischen Resistenz
analysiert wird. Schlie3lich ist fir das Nierenzellkarzinom und flr Paclitaxel
unbekannt, ob eine Beeinflussung der Resistenzmechanismen, wie P-gp oder B-
Tubulin-Isotypen durch Paclitaxel selbst hervorgerufen werden kann. Bekannt ist,
dass  Zytostatika  den MDR  (P-gp)-Promotor  aktivieren und  zur
Expressionssteigerung von P-gp auf mRNA-Ebene flhren kénnen (Kohon et al.
1989). Nierenzellkarzinome reagieren in vitro z.B. auf Hitzeschock mit Steigerung der
MDR-Promotor Aktivitdt und Expressionszunahme von P-gp-mRNA (Chin et al.
1990).

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zuerst die Expression und Funktion von P-gp, LRP
und MRP in 16 Nierenkarzinomzellinien unterschiedlicher histologischer
Subtypisierung und unterschiedlicher Paclitaxel-Sensitivitat untersucht. Danach
erfolgte die Analyse der Expression dieser Proteine in 13 Linien nach 120 h
Paclitaxel-Kurzzeit-Exposition. Die Tubulin-Isotypenexpression auf mRNA- und

Proteinebene wurde in 9 Linien unterschiedlicher Paclitaxel-Resistenz untersucht.
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Die beiden Tumorzellinien clearCa-15 und chrompho-B, die sich durch eine hohe
Paclitaxel-Resistenz trotz niedriger P-gp-Epression und -Funktion auszeichneten,
wurden in die Untersuchungen mit einbezogen. Fur das Modell der erworbenen
Paclitaxel-Resistenz diente die in der Langzeitkultur mit Paclitaxel selektierte Zellinie
clearCa-21,s, deren Resistenzmechanismen im Vergleich zur Ausgangszellinie

clearCa-21s¢ns Untersucht wurden.

1.5 Graphische Ubersicht: Resistenzmechanismen

Abbildung 1: Hypothetischer Zytostatika Transport (Scheffer et al. 2000)

Lokalisation und Funktion von Vaults (LRP), P-gp und MRP1. In die Zelle eindringende
Zytostatika werden bei Erreichen des Nukleus durch Vaults kompartimentiert, in das
Zytoplasma transportiert und durch die membrangebundenen ABC-Transporter-Proteine
P-gp oder MRP1 aus der Zelle geschleust. So entsteht Zusammenarbeit zwischen LRP
und den Membranpumpen (Abbildung modifiziert nach Scheffer et al. 2000).

Zytostatika
(TBA) (z.
Paclitaxel)
Mikrotubuli

Apoptose

Abbildung 2: Potentielle Resistenzmechanismen gegeniuber Antimikrotubuli-
Zytostatika (TBA) (Dumontet et Sikic 1999)
1. Membranpumpen Efflux (P-gp, MRP1)
2. Veranderte Zytostatika-Verteilung (LRP)
3. Veranderte Interaktion mit Mikrotubuli
(B-Tubulin Isotypen Veranderung)
4.Inadaquate Induktion apoptotischer Signale (p53) (Abbildung modifiziert nach Dumont et
Sikic 1999)
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| 2 Materialien

2.1 Chemikalien

Alle verwendeten Chemikalien wurden von den Firmen Merk (Darmstadt, BRD),
Carl Roth (Karlsruhe, BRD) und Sigma-Aldrich Chemie (Deisenhofen, BRD)

bezogen.

2.2 Zellkulturmedien, -zusédtze und -lbsungen

Die Zellkulturmedien und ihre Zusatze wurden von den Firmen GibcoBRL Life
Technologies (Eggenstein, BRD), Seromed Biochrom KG (Berlin, BRD) und Sigma-
Aldrich Chemie (Deisenhofen, BRD) bezogen.

» Medium

DMEM

10% (v/v) fetales Kalberserum (FCS)
2 mM L-Glutamin

20 mg/ml L-Arginin

0,72 mg/ml L-Asparagin

100 U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin

» PBS (w/o Calcium, w/o Magnesium, w/o Natriumbicarbonat)

» Trypanblau (Arbeitslosung)
e 0,2 % (w/v) Trypanblau ad PBS

» Trypsin/EDTA-L6sung
e 0,25% (w/v) Trypsin
e 0,05 (w/v) EDTA, ad PBS

» EDTA-Losung
e 0,05% EDTA (w/v), ad PBS

» Kryokonservierungs-Losung
e 20% (v/iv) FCS
e 10% (v/v) DMSO, ad Medium
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Puffer und Losungen

Amonimumpersulfat (10 % (w/v)) ad dH»0
Bradfort-Losung

BSA-Stocklosung (Bovines Serumalbumin) (100 ug/ml in dH»0)
Calcein (100 pM) ad 1M NaOH

Chloroform/lsoamylalkohol

e 24 Vol Chloroform

¢ 1 Vol Isoamylalkohol

Denharts-Losung

e 1% /vlv) Ficoll

e 1% (w/v) Polyvinylpyrolidon

e 1% Bovines Serum Albumin (BSA)

DEPC-Wasser (Dietylpyrocarbonat)

e 0,1 % (v/v) Dietylpyrocarbonat (DEPC) in ddH>0
DNA-Ladepuffer (6 x) / RNA-Ladepuffer (6 x) mit DEPC-H,0
e 125 mM Tris-HCI pH 6,8

e 2% (w/v) Sodiumdodecylphosphat (SDS)

e 0,02% (w/v) Bromphenolblau

e 10% (v/v) Glycerol

EDTA (Ethylendiamintetraacetat)(0,5 M, pH 8,0) ad H20
FACS-Blockpuffer/IF-Blockpuffer in PBS

e 10% (v/iv) FCS

e 1% (w/v) BSA

FACS-Puffer ad PBS

e 0,01 % (w/v) BSA ad PBS

FACS-Lyselosung (10 % (v/v)) (Becton & Dickinson, Heidelberg, BRD) in dH,0
Formaldehyd (37%)

Glycerol (50% (v/v)), ad dH20

Glyoxal (40% (v/v)) ad DEPC-H,0

IF-Mounting Medium in PBS

e 90% (v/v) Glycerol

e 0,2% (v/v) p-Phenylenediamin

Western Blot Ladepuffer (2x) in dH20

e 125 mM Tris-HCI, pH 6,8

o 2% (w/v) SDS

e 10% (v/v) Glycerol

e 10% (v/v) B-Mercaptoethanol

e 0,02% (w/v) Bromphenolblau

Northern-Blot Methylenblau-Farbelosung

e 0,04 % (w/v) Methylenblau

e 0,5 M Natriumacetat, pH 5,2

Magnesiumchlorid (1M) in dH,0

MOPS-Puffer (1M) (Morpholinohydroxypropansulfonylsaure) ad DEPC- H,0
MTT (Dimethylthiazol-Diphenyltetrazolium-Bromid) (6 mg/ml) in PBS
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Northern Blot MOPS-Laufpuffer (5x)

e 0,1MMOPS

¢ 40 mM Natriumacetat

e 5mMEDTA, pH 8,0

e Natriumacetat 3 M, pH 5,2

Natriumchlorid (5 M)

Natriumphosphatpuffer (0,1 M, pH 7,0)

Northern Blot Hybridisierungslosung

e 50% (v/v) Formamid

e 5xSSC,pH7,0

e 0,1% (w/v) SDS

e 5% (v/v) Natriumphosphatpuffer, pH 7,0

e 2% (w/v) Denharts-L6sung (100x)

e Lachs-Sperma-DNA (100 pg/ml)

e 5 x Denharts-Losung

Northern Blot Waschlésung | in DEPC-H,0

e 3xSSC

e 0,1% (v/v) SDS

Northern Blot Waschlésung Il in DEPC-H,0

e 0,1xSSC

e 0,1% (v/v) SDS

Northern Blot Waschlésung Ill in DEPC-H0
e 0,3% (v/v) SSC

e 0,1% (v/v) SDS

Western Blot Ponceau-S-Lésung

e 5% (v/v) Ponceau-S-Konzentrat

e 5% (v/v) Essigsaure

Western Blot Protein-Lysepuffer in dH,0

e 0,1 M Natriumchlorid

e 0,01 M Tris-HCI, pH 7,6

e 0,001 MEDTA, pH 8,0

e 1% (v/v) Nonidet P40 (NP-40)

Propidium-Jodid (Gebrauchslosung) (5 pug/ml) in dH20

Rhodamin (Stammlésung) (1 mg/ml) in PBS

SSC (Sodiumchlorid-Sodiumcitrat) (20 x, pH 7,0)

e 0,3 M Natriumcitrat

e 3 M Natriumchlorid

SDS (Sodiumdodeclysulfat) (10% (v/v)), ad dH20

TBE (5 x) (Trisborat-EDTA)

e 0,45 M Tris-Borat

e 0,01 MEDTA

TE (Tris-EDTA)

e 10mM Tris-HCI, pH 7,6

e 1mMEDTA, pH 8,0

Tris-HCI (1 M, pH 8,3)

Tris-HCI (1 M, pH 6,8)

Tris-HCI (1 M, pH 7,6)

Tris-HCI (1,5 M, pH 8,8
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TE-Puffer (pH 7,6)

e 10 mM Tris-HCI, pH 7,6

e 10 mM EDTA, pH 8,0

Tween 20 (20% (v/v)), ad dH»0

Western Blot Blockpuffer ad Western Blot Waschpuffer
o 4% (w/v) Milchpuffer

e 2% (w/v) BSA

Western Blot Elektrophoresepuffer (1x) in dH,0
e 3,5mM SDS

o 25 mM Tris

e 102 mM Glycin

Western Blot Transferpuffer in dH,0

e 25 mM Tris

e 192 mM Glycin

e 20 % (v/v) Methanol

Western Blot Waschpuffer

e 10 mM Tris, pH 7,5

e 150 mM Natriumchlorid

e 0,2% (v/iv) Tween 20

Zytostatika und Modulatoren

Bleomycin (Cancernova GmbH, Reute, BRD)

e Stammidsung: 15 mg in 5 ml 0,09% NacCl

Cremophor EL (Sigma, Deisenhofen, BRD)

e Stammldsung: 7,5 mlin 2,5 ml DMSO (0,75%)

Topotecan (Hycamtin®) (Smith Kline Beecham, Miinchen, BRD)
e Stammldsung: 1 mg in 1 ml dH20 ( 1 mg entspricht 2,18 yM)
Paclitaxel (Sigma, Deisenhofen, BRD)

e Stammldsung: 1 mg in 150 yl DMSO (1 mg entspricht 1,17 uM)
Probenecid (Sigma, Deisenhofen, BRD)

e Stammldsung in 1 M NaOH

Etoposid (Sigma, Deisenhofen, BRD)

e Stammldsung: 20 mg/ml in Ethanol (1 mg entspricht 0,0017 uM)
Vincristin (Alexis Biochemicals, Griinberg, BRD)

e Stammldsung: 1 mg in 1 ml dH20 (1 mg entspricht 1,21 uyM)
Verapamil (Sigma, Deisenhofen, BRD)

e Stammldsung: 1 gin 101,8 ml DMSO (20 mM)
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Antikbérper

Anti-a-Tubulin, IgG1, monoklonal (Sigma, Deisenhofen, BRD)

Anti-B-Tubulin, IgG1, monoklonal, (Sigma, Deisenhofen, BRD)

Anti-By-Tubulin, IgG1, monoklonal, (Sigma, Deisenhofen, BRD)
Anti-By-Tubulin, IgG2b, monoklonal, (Sigma, Deisenhofen, BRD)
Anti-By-Tubulin, IgG2b, monoklonal, (BioGenex, San Ramon, USA)
Anti-y-Tubulin, IgG1, monoklonal, (Sigma, Deisenhofen, BRD)

Anti-B-Actin, IgG1, monoklonal, (Sigma, Deisenhofen, BRD)

Anti-P-gp, IgG1, monoklonal, (Monosan, Uden, NL)

Anti-MRP IgG1, monoklonal, (Monosan, Uden, NL)

Anti-LRP 1gG1, monoklonal, (Monosan, Uden, NL)

Anti-Maus IgG, M, A, polyclonal, FITC-konjugiert, IgG1, monoklonal,

(Monosan, Uden, NL)

Anti-Rattte IgG, M, A, polyclonal, FITC-konjugiert, IgG1, monoklonal,

(Monosan, Uden, NL)

Anti-Maus IgG1, monoklonal, HRP-konjugiert (Sigma, Deisenhofen , BRD)
Anti-Kaninchen IgG1, monoklonal, HRP-konjugiert, (Sigma, Deisenhofen , BRD)
Anti-Maus IgG1, monoklonal, FITC-konjugiert,

(DAKO Diagnostik GmbH, Hamburg, BRD)

Isotypenkontroll-Antikorper, monoklonal, Maus 1gG1, Maus 1gG2b,Ratte 1gG2a,
(DAKO Diagnostik GmbH, Hamburg, BRD)

Kits

Omniscript RT Kit (Quiagen, Hilden, BRD)

Taq PCR Core Kit (Quiagen, Hilden, BRD)

High Pure PCR Product Purification Kit (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
BRD)

RR Dyedeoxy Terminator Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems,
Weiterstadt, BRD)

Rediprime DNA labelling system (Amersham, Braunschweig, BRD)

QlAquick Gel Extraction Kits (Quiagen, Hilden, BRD)

RNeasy Midi Kit (Quiagen, Hilden, BRD)

100 bp DNA Leiter (GibcoBRL Life Technologies, Eggenstein, BRD)

1 Kb DNA Leiter (GibcoBRL Life Technologies, Eggenstein, BRD)

100 bp MassRuler DNA Leiter, low Range, (Fermentas, ST. Leon-Rot,BRD)
SDS-PAGE Protein Migration Standards, low range, (Bio-Rad, Munchen, BRD)
DyeEx® Dye-Terminator Removal System (Quiagen, Hilden, BRD)

Lumi-Light Western Blotting Substrate (Boehringer Mannheim, Mannheim,
BRD)

Random Primers (Promega, Madison, USA)
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2.7 Oligonucleotide

Oligonucleotide als Primer fir PCR oder Sequenzierreaktionen wurden von den
Firmen Carl Roth GmbH (Karlsruhe, BRD) und MWG-Biotech AG (Ebersberg, BRD)
in der Menge 0,01 pmol HPSF gereinigt bezogen.
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| 3 Methoden

3.1 Kultivierung der Nierenkarzinomzellinien

3.1.1 Klassifikation der verwendeten Kulturen

Fir die Versuche dieser Arbeit dienten humane Nierenkarzinomzellinien als
Grundlage, welche aus Primartumoren nach Nephrektomie und Praparation als
permanente Zellkulturen etabliert wurden (Gerharz et al. 1990-96). Die Zellinien
wurden histopathologisch in klarzellige (clearCa), chromophile (chromphi) und
chromophobe (chrompho) Typen eingeteilt (Thoenes et al. 1986). Fir jede Zellinie
waren Histopathologie, Tumorstadium und Differenzierungsgrad des Primartumors
bekannt (s. Tabelle 1).

Als positive Kontrollen wurde die Zellinie MCF7, ein humanes Mammakarzinom mit
hoher Paclitaxelresistenz, Kurzzeitkulturen humaner Niere und periphere

mononukleare Blutzellen verwendet.

Linie Stadium grading
clearCa-2 pT3a G2
clearCa-3 pT3a G3
clearCa-4 pT2 G2
clearCa-6 pT3a G3
clearCa-7 pT2 G3
clearCa-9 pT2 G1
clearCa-11 pT2 G1
clearCa-12 pT3a G2
clearCa-14 pT3b G3
clearCa-15 pT3a G2
clearCa-19 pT2 G2
clearCa-21 pT3a G2
clearCa-28 pT2 G3
chromphi-1 pT3a G3
chromphi-2 pT3a G2
chromphi-3 pT2 G2
chromphi-4 pT3a G1
chrompho-A pT3a G2
chrompho-B pT3a G2
Tabelle 1: Klassifikation der verwendeten Nierenkarzinomzellinien
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3.1.2 Wachstumbedingungen und Nahrmedien

Als Nahrmedium der Zellkultur diente mit FCS, L-Glutamin, L-Arginin, L-Asparaginin,
Hepes-Puffer, Penicillin-G und Streptomycin frisch versetztes Dulbecco’s modified
Eagle’s medium (DMEM).

Das Arbeiten mit Zellkulturen erfolgte unter der Reinraumwerkbank mit sterilen
Hilfsmitteln und Medien. Fur die Kultivierung der Zellen fanden 30 cm?, 75 cm? und
125 cm?Nunclon™ — Kulturflaschen Verwendung. Bei Neubeginn einer Kultur
wurden die in flussigen Stickstoff in Kryokonservierungslosung aufbewahrten Zellen
zunachst in 30 cm? Gefallen ausgesat. Die Inkubation erfolgte in einer Atmosphare
von 37 °C und 5 % CO; im Brutschrank.

Konfluenz und Qualitat aller Zellkulturen wurden mehrmals pro Woche unter dem
Umkehrmikroskop mit Phasenkontrasteinrichtung begutachtet. 1-2-mal pro Woche
musste ein Mediumwechsel durchgeflihrt werden. Dabei wurde das Medium zur

Halfte oder komplett dekantiert und die Zellkultur mit neuem Medium Uberschichtet.

3.1.3 Passagierung der Zellkulturen

Eine subkonfluente Bewachsung der Flasche erforderte die sterile Passage der
Kulturen. Dazu wurde das Medium dekantiert, der Flaschenboden mit 37 °C
warmenm0,05 %-igem (v/v) 1 M EDTA in PBS gespdlt, dann uberschichtet und im
Brutschrank gelagert. Nach 5 min konnte der Ablosungsprozess unter dem
Phasenkontrast-mikroskop beobachtet werden. Die Zellen wurden durch vorsichtiges
seitliches Beklopfen der Flasche gelést und in die doppelte Menge Medium der
Ausgangskultur resuspendiert. Hiernach konnte die Suspension in grollere

KulturgefalRe Uberfuhrt werden.

3.1.4 Zellzahlbestimmung
Die Bestimmung der vitalen Zellzahl in der Neubauer-Zahlkammer diente in

verschiedenen Versuchen der Standardisierung. Dazu wurden die Zellen abgeldst
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und in 5 bis 15 ml Medium resuspendiert. Hiernach erfolgte eine grindliche
Durchmischung der Suspension fur 5 min im 50 ml Falcon-Rohrchen und eine
Filterung der Zellen durch ein 125 ym Zellsieb. 50 pl dieser Einzelzellsuspension
wurden in Abhangigkeit von Kultur und Konfluenz 1:2 bis 1:4 in Trypanblau-
Arbeitslosung verdinnt. Die Aufbringung einiger Tropfen Suspension zwischen
Deckglas und  Kammer  ermoglichte  die  Auszahlung unter dem
Phasenkontrastmikroskop bei 100 x Vergroflerung. Pro Neubauer-Zahlkammer
wurden 8 Quadranten mit einem Volumen von 0,1 mm? ausgezahlt. Der Mittelwert
von zwei bis drei Ansatzen mit maximal 15 % Abweichung diente der endgultigen

Berechnung der vitalen Zellen (s. Formel 1).

ZMW X VG
8x0,1 X VF

VZ =

Formel 1: Berechnung der Lebendzellzahl (VZ)
ZMW (Mittelwert d. Zellzahlung), VG (Gesamtvolumen d. Kultur), VF
(Verdinnungsfaktor in Trypanblau-Arbeitslosung).

3.1.5 Etablierung der Paclitaxel-resistenten Zellinie clearCa-21,.s

Die Untersuchungen zur erworbenen Paclitaxel-Resistenz erfolgte an einer initial
Paclitaxel-sensitiven Linie clearCa-21sens (ICs0 : 0,38 uM), die schrittweise immer fur
definierte Zeitintervalle mit hoheren Paclitaxel-Konzentrationen im Brutschrank
kultiviert wurde.

Subkonfluente Kulturen wurden zunachst mit 0,0001 uM Paclitaxel Gberschichtet und
fur 96 h beobachtet. Bei erhaltener Vitalitat der Kulturen erfolgten Subkultivierungen
mit 0,0005 pM, 0,001 uyM und mit 0,005 uM Paclitaxel fur Intervalle von 72 bis 96 h.
Ab einer Konzentration von 0,005 uM zeigten sich eine Wachstumshemmung und
morphologischen Veranderungen. Diese konnten im Phasenkontrast-mikroskop
verfolgt und mittelns MTT-Assay objektiviert werden. Von nun an konnten die Dosen
in Schritten von 0,001 yM bei Inkubationen von 48 bis 72 h erhdht werden. Bei
hoheren Paclitaxel Konzentrationen erfolgte die Kultivierung Uber einen langeren
Zeitraum ohne Dosissteigerung, um eine stabile Resistenz zu erzeugen. Eine
Kryokonservierung dieser Kulturen diente der Sicherheit, bei Problemen der
weiteren Kultivierung auf diese zuruckgreifen zu konnen. Nach ca. 15 Monaten

gelang die Etablierung der Paclitaxel-resistenten Zellinie clearCa-21,s (Paclitaxel
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ICs0 > 1000 pM). Diese zeigte sich Uber einen Zeitraum von mehr als 6 Monaten
stabil, wobei sich eine Kultivierung in Paclitaxel-haltigem und Paclitaxel-freiem
Medium flur jeweils 4 bis 6 Tage abwechselte. Die Mutterlinie clearCa-21e,s Wurde

stetig mitgefihrt und in ahnlichen Passagen im Vergleich analysiert.

3.2 MTT- Cytotoxizitidtstest

Die Analyse der Ansprechraten auf verschiedene Chemotherapeutika ermdoglichte
einen in vitro-Zytotoxizitatstest mittels 3-[4,5-Dimethylthialzol-2-yl]-2,5-diphenyl-
tetrazolium Bromid (MTT) (Mossman 1983, Reinecke et al. 1997). Dieser Test misst
die Aktivitat der mitochondrialen Dehydrogenasen lebender Zellen. Die
Dehydrogenasen aktiver Mitochondrien spalten den Tetrazoliumring des gelben
Farbstoffs MTT unter Produktion von blauem Formazan, welcher bei 575 nm
Wellenlange gemessen wird.

Auf 75 cm?-Gefalle expandierte Zellkulturen wurden abgelost, gezahlt
(Stammldésung) und eine gut durchmischte Gebrauchslésung als Einzelzell-
suspension von 10° Zellen/ml hergestellt (s. Formel 2). Nun erfolgte die Aussaat von
10* Zellen in 100 pl Volumen in eine 96-Well Microtiter-Platte (s. Abbildung 3) unter
Verwendung einer Eppendorf-Multipette. Die erste Spalte wurde mit 100 pl Medium
als Leerwert aufgeflllt, danach die Platten mit Micropoor-Tape verschlossen und
uber Nacht im Feuchtbrutschrank bei 37 °C und 5% CO2 inkubiert. Nach
Begutachtung der Platten unter dem Phasenkontrastmikroskop am nachsten Tag
folgte die Zytostatikainkubation. Die Chemotherapeutika wurden frisch als
Verdlinnungsreihe angesetzt, wobei ausgehend von der jeweils hoheren
Konzentration die folgenden durch 1:10 Verdinnung in vorgelegtes Medium erzeugt
wurden (s. Kapitel 2.4). Die Reihen wurden doppelt konzentriert angesetzt und
erreichten durch 1:1 Verdunnung in der Platte die Endkonzentration. Die funf
logarithmischen Dosen dienten einer breiten Abdeckung (s. Tabelle 2). Jeweils 100
Ml Zytostatika wurde zu den vorhandenen 100 pl Medium pipettiert (s. Abbildung 3).
Nach Versiegelung der Platten mit Micropoor-Tape schloss sich eine Inkubation fur
120 h im Feuchtbrutschrank an. Danach erfolgte die unsterile Auswertung durch den
Farbstoff MTT unter dem Abzug. 100 mg MTT wurden sorgfaltig in 20 ml PBS geldst.

Jeweils 50 yl mussten mit dem pro Mikrowell vorhandenen 200 yl Medium gemischt
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werden. Nach 4 h Inkubation im Brutschrank wurden die Platten auf Zellstoff
sorgfaltig dekantiert und jeder Mikowell mit jeweils 150 yl DMSO aufgefullt. Der
Farbumschlag stellte sich wahrend einer 10 min Inkubation auf dem Schuttler bei
100 U unter Lichtschutz ein und die jeweilige Extinktion wurde in einem 96-Well-
Platten-ELISA-Reader (Titertek Multiscan Puls) bei 575 nm Wellenlange bestimmt.

Die Prozentwerte geben die Vitalitat der Zellen wieder, wobei Zellen der Kontrolle
(Spalte 2.) einer 100 %-igen Vitalitat entsprachen und alle Gbrigen auf diese bezogen
wurden (s. Formel 3). Eine Platte enthielt zwei Versuchsansatze mit jeweils acht
Einzellwerten pro Zytostatika-Konzentration. Mindestens vier Versuche gingen in
die Berechnung der Vitalitat ein (s. Abbildung 3). Die Konzentration des
Zytostatikums, bei der die Halfte der Zellen abstirbt, wird als 1Cso-Wert bezeichnet

und mit Hilfe der Probit-Analyse des Statistik-Programms SPSS berechnet

Vol.A [m|]=w,6eb.Lsg [10ml] = Vol.A [ml] + (10ml — Vol.A[ml])

Konz.A /ml

Formel 2: Berechnung zur Herstellung 10 ml Zellsuspension
(Geb.Lsg) fur eine Platte. Vol A/ Konz.A zu entnehmendes
Volumen/Zellkonzentration aus der Stammldsung. Z (Zellen).

Ext.Test —Ext -LW

x 100
Ext.Kont. — Ext.LW

Prozentwer t [%] =

Formel 3: Berechnung der Zellvitalitat (Prozentwert) als Mittelwert
aus 8 Wells/Versuchsansatz und Mittelwert aus 4 Versuchsansatzen
auf 2 Platten. Ext.Test, Ext.LW, Ext.Kont Mittelwerte der Extinktion
aus 8 Wells flr exponierte Zellen (Ext.Test), Leerwert (Ext.LW) und
Kontrolle (Ext.Kont).
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Abbildung 3: Belegung der 96-Well Platte.

Konz.1-5 Zytostatika Konzentrationen (s. Tabelle 3.1.5-1). Spalte 1. Leerwert, Spalte

2. Kontrolle ohne Zytostatika (100% Wachstum).

Zytostatikum Konz.1 Konz. 2 Konz.3 Konz.4 Konz.5
Paclitaxel 0,001 uM 0,01 uM 0,1 uM 1 uM 10 uM
Vincristin 0,002 pg/ml 0,02 pg/ml 0,2 pg/mi 2 ug/mi 20 pg/ml
Etoposid 0,0001 pg/ml | 0,001 pg/ml | 0,01 pg/ml 0,1 pg/mi 1 ug/mi
Topotecan 0,005 pg/ml | 0,05 pug/ml | 0,5 pg/ml 5 ug/ml 50 pg/ml
Bleomycin 0,05 pg/ml 0,5 pg/m 5 pg/ml 50 pg/ml 500 pg/ml

Tabelle 2: Verwendete Zytostatika
Logarithmischer Konzentrationen zur Kreuzresistenz-Analyse. Die Konzentrationen
liegen in klinisch relevanten Bereichen (vgl. Kapitel 5.1.)
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3.3 DurchfluBzytometrie

3.3.1 Analyse der Proteinexpression der Resistenzgene

Die DurchfluRzytometrie (FACS®) ermdglichte die  Quantifizierung  der
Proteinexpression der Resistenzgene P-gp, LRP und MRP (Legrand et al. 1998).
Dazu wurden die Zellen in 75 cm? Kulturflaschen subkonfluent expandiert, abgelost,
in 10 ml 37°C warmen PBS resuspendiert und gezahlt. Es folgte eine Pelletierung
der Zellen in der Zentrifuge (1100 Upm, 5 min, Raumtemperatur). Nach Verwerfung
des Uberstandes gelang die Fixierung und Permeabilisierung der Zellen in 3 ml einer
10%-igen (v/v) FACS Lyseldsung durch vorsichtige Resuspension fur 12 min bei
Raumtemperatur. Nach Waschung der Zellen in 10 ml FACS-Puffer (1100 Upm, 5
min, 4°C) reduzierte eine Inkubation der Pellets in 3 ml 10%-igem (v/v) Kalberserum
in FACS-Puffer fir 15 min bei 4°C die unspezifischen Bindungen.

20 pl einer auf 1,0 bis 1,25 x 10° pro ml Zellen eingestellten Suspension in FACS-
Puffer wurden in drei Rohrchen pipettiert. Die Zugabe von 20 ul verdlinnter
Antikorperlosung geschah unter leichter Durchmischung, wobei in  Rohrchen-l|
Isotypenkontroll-Antikdrper, in Rohrchen-1ll  Antikdrperldosung benutzt wurde (s.
Abbildung 3) und Rohrchen-l ohne Antikdrper blieb. Nach einer 60 minltigen
Inkubation im Kihlschrank bei 4°C auf Eis schloss eine zweimalige Waschung der
Rohrchen mit 3 ml FACS-Puffer (1100 Upm, 3 min, 4°C) die Primardetektion ab. Die
Zugabe von 20 yl in FACS-Puffer verdinnten FITC-konjugiertem Sekundarantikorper
zur verbliebene Zellsuspension (ca. 50 pl Volumen) in Roéhrchen-ll und il
ermdglichte die Primarantikérper Detektion (s. Abbildung 3). Einer 60 min Inkubation
im Kuhlschrank bei 4°C auf Eis folgte die zweimalige Waschung aller Rohrchen mit
3 ml FACS-Puffer (1100 Upm, 3 min, 4°C). Die auf ein Volumen von ca. 150 ul
FACS-Puffer eingestellten Zellsuspensionen wurden zlgig im Anschluss an die

Praparation gemessen und bis zur Messung lichtgeschutzt auf Eis gelagert.
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Protein Antikérperklon Immunglobulin- Verdiinnung
Typ
P-gp JSB-1 monoklonal Maus 1G1 1:10 in FACS-Puffer
LRP LRP-56 monoklonal Maus 1G2a 1:10 in FACS-Puffer
MRP MRPr1 monoklonal Ratte 1G2a 1:10 in FACS-Puffer
Isotypenkontrolle Primarantikorper Klon Immunglobulin- Verdiinnung
Typ
DAKO X0931 P-gp DAK-GO1 Maus IgG1 1:10 in FACS-Puffer
DAKO X0944 LRP DAK-GO9 Maus 1gG2b 1:10 in FACS-Puffer
DAKO X0000 MRP DAK-GXX Ratte 1gG1 1:10 in FACS-Puffer
Sekundar- Primar- Klon Immunglobulin | Markierung Verdiinnung
Antikorper antikorper -Typ
PS109F P-gp, LRP PS109 polykl. IgG, M, FITC 1:20 in FACS-Puffer
A
PS110F MRP PS110 polykl. IgG, M, FITC 1:20 in FACS-Puffer
A

Abbildungen 3: Beschreibung der in der DurchfluBzytometrie
verwendeten Antikorper

3.3.2

Die Messung erfolgte an einem FACSscan® DurchfluBzytometer (Becton &

Messung am DurchfluBzytometer und Versuchsauswertung

Dickinson, Milnchen), die Auswertung mit dem Programm Lysys-ll am Apple
Macintosh® Rechner.
Die durch

physikalische und chemische Eigenschaften von Einzelzellen in Suspension. Die

DurchfluRzytometrie  bestimmt Lichtstreuung und Fluoreszenz

Probe wird Uber eine Stahlkapillare durch Uberdruck in eine Messkuvette gefiihrt,
durch eine Tragerfussigkeit beschleunigt und die Zellen werden sequentiell
(FSC)

Seitwartsstreulicht (SSC) sowie Fluoreszenz entstehen durch einem Argonlaser

aufgetrennt  (,hydrodynamische  Fokussierung®).  Vorwarts- und
Lichtstrahl (488 nm) am Analysepunkt. Die Lichtstreuung ist abhangig von der GroRRe
und Struktur der Zellmembran sowie von intrazellularen Bestandteilen. Der vorwarts-
streuende Lichtanteil representiert die ZellgoRe, der im rechten Winkel gestreute
Anteil die

Histogrammen oder Punktktplots geschehen. Vor der Messung kann eine Filterung

intrazelluldare Granularitat. Die Auswertung kann in Form von
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(»gating®) der Zellen in einem gewlnschten Bereich (,Live-Gate*) erfolgen. Vor den
ersten Messreihen musste die Einstellung der Detektors des DurchfluRzytometers
auf die Eigenschaften der einzelnen Zellinien durchgefuhrt werden.

Jeweils 10* Zellen gingen in eine Einzelmessung ein. Réhrchen-I diente der
Bestimmung der Eigenfluoreszenz und der Filterung einer Zellpopulation anhand
Grofle und Granularitat im Dotplot (,Live-Gate®). Zelldetritus wurde so von der
Messung ausgeschlossen und immer gleich viele Zellen einer Hauptpopulation der
Auswertung zugefiihrt. Nachfolgend wurden dann 10* Zellen der Isotypenkontrolle
und Primardetektion im ,Live-Gate“ gemessen.

Der Vergleich der Histogrammdarstellung (x-Achse: Zellzahl pro Kanal, y-Achse:
Fluoreszenzintensitat) von Isotypenkontrolle und Primarantikdrper Detektion erlaubte
die Versuchsauswertung. Die Software berechnete u.a. die mittlere
Fluoreszenzintensitat (MFI), den Fluoreszenz-Peak und die Zellzahl bwz. den
Prozentwert im Markerbereich. Die Isotypenkontrolle spiegelte in etwa die Anzahl der
unspezifischen Bindungen des Primarantikorpers sowie die Autofluoreszenz der
Zellen wieder und eignet sich daher als Negativkontrolle. Das Messergebnis wurde
als Prozent positiv gefarbter Zellen im Vergleich zur negativen Kontrolle angegeben.
Diese wurde durch Markierung des Populationsendes der negativen Kontrolle
bestimmt. Beim Ubertragen dieses Markers auf die Messung der Primarantikorper -
Detektion ergab sich die prozentuale Anzahl der Uber die Isotypenkontrolle hinaus
gefarbten Zellen. Autofluoreszenz und unspezifische Bindungen der Antikorper
konnten so ausgeschlossen werden. Die Differenz aus diesem Prozentwert und der
Prozentzahl der negativen Kontrolle (1,0 bis 2,0%) stellte die Anzahl positiver Zellen
da.

3.3.3 P-gp- und MRP-Funktionsanalysen

Die funktionelle Aktivitat der Membranpumpen P-gp und MRP wurde durch den
Rhodamin (Rh-123)- bzw. Calcein-Efflux bestimmt. Rh-123 ist ein liphophiler
Farbstoff, der spezifisch durch P-gp transportiert wird. Calcein ist ein negativ
geladenes Molekul, das aufgrund seiner Polaritat als beforzugtes Substrat von MRP
gilt. Beider Farbstoffe fluoreszieren im FITC-Kanal nach Anregung durch den Argon-
Laser (Webb et al. 1996, |keda et al. 1999).
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Auf 75 cm? Kulturflaschen subkonfluent expandierte Zellkulturen wurden abgeldst, in
ca. 5 ml 37°C warmem PBS resuspendiert und gezahlt. Es erfolgte die Einstellung
auf ca. 10° Zellen/ml in PBS und die Uberfilhrung von jeweils 300 pl Zellsuspension |
in funf Réhrchen. Durch die Mischung der Zellsuspensionen in Réhrchen-IIl und -V
in 4 ml in Rh-123 (150 ng/ml) bzw. Calcein (100 uM) in DMEM und die Inkubation
aller funf Rohrchen fur 30 min bei 37°C und 5 % CO2 im Feuchtinkubator wurde der
Influx der Farbstoffe ermoglicht. Eine zweimalige Waschung aller Rohrchen mit 4 ml
37°C warmen PBS (1100 Upm, 3 min, RT) und Resuspension im Medium leitete den
Farbstoff-Efflux ein. Fir den dreistlindige Efflux der Farbstoff wurden die Réhrchen
bei 37°C und 5% CO; im Feuchtinkubator gelagert. Nach ca. zwei Stunden und 25
min wurden die Rohrchen-ll und -IV kurz pelletiert (1100 Upm, 3 min, RT), der
Uberstand vorsichtig dekantiert und das Pellet in 4 ml Rh-123 oder Calcein
resuspendiert. Es erfolgte ein Farbstoffinflux fir 30 min bei 37°C und 5 %CO,. Nach
3 Stunden wurden alle Rohrchen zweimal mit 4 ml 4°C kaltem FACS-Puffer (1100 U,
3 min, 4°C) gewaschen und in 150 pl 4°C kaltem FACS-Puffer lichtgeschitzt auf Eis
resuspendiert. Somit enthielt Réhrchen-l Zellen zur Kontrolle der Eigenfluoreszenz,
Roéhrchen-Il und -IV Zellen mit halbstiindigen Influx und Réhrchen-Ill und -V Zellen
mit 30 minutigem Influx und dreistundigem Efflux. Die Messung der Fluoreszenz
erfolgte sofort im Anschluss an die Praparation am Durchfluizytometer.

Ein Aliquot der Eigenfluoreszenzkontrolle diente der Filterung einer Vvitalen
Population mittels Propidium-Jodid Farbung. Dazu wurden 50 ul Zellsuspension aus
Rohrchen-I mit 10 pl Propidium-Jodid Gebrauchslésung gemischt und nach 30 sec
analysiert. Der Farbstoff farbt die Nukleinsauren nicht vitaler Zellen, wodurch ein
Fluoreszenzshift der toten Zellen im FITC-Fluoreszenzkanal erzielt wird. Ein dadurch
erstelltes ,Live-Gate” enthielt eine homogene, vitale Population und ermdglichte eine
einheitliche Messreihe ohne Zelldetritus.

10* Zellen pro Messung im Live-Gate gingen die Auswertung ein. Als Negativ-
kontrolle eignete sich die Eigenfluoreszenz. Alle weiteren Rohrchen wurden auf diese
bezogen und die positiv gefarbten Zellen als Prozentwert berechnet.

Die Efflux-Effizienz ergab sich durch den Vergleich der beiden Prozentwerte nach 30

min Influx und 30 min Influx mit nachfolgendem 3 h Efflux (s. Formel 4).

Effizienz [%] = 100% — [ Influx [Prozentwert] | 100)

Efflux [Prozentwert]

Formel 4: Berechnung der Efflux-Effizienz
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3.3.4 Modulationsversuche

Modulatoren, wie z.B. Verapamil, Cremophor® EL oder Probenecid blockieren den
Efflux von Rh-123 oder Calcein spezifisch (lkeda et al. 1999).

Es wurden die P-gp-Inhibitoren Verapamil und Cremophor® EL, sowie Probenecid
zur Blockierung von MRP benutzt. Verapamil gehért zur Gruppe der
Calciumantagonisten von Phenlyalkylamin-Typ. Probenecid ist ein Urikosurikum und
greift an der tubuldren Reabsorbtion der Niere an. Cremophor® EL, ein Rizinusél-
Derivat, ist der Losungsvermittler von Paclitaxel in der klinischen Dareichungsform
Taxol®.

Vor jeder Messreihe wurden frische Losungen mit Verapamil, Cremophor® EL und
Probenecid in Rh-123-Medium sowie in Calcein-Medium erstellt. Konzentrationen
von 10 uM Verapamil, 0,075% Cremophor® EL und 5 mM Probenecid in 150 ng/mi
Rh-123- bzw. 100 uM Calcein-Medium erwiesen sich als effektiv. Eine Blockierung
ohne Toxizitat fur die Zellinien konnte erzielt werden.

Die Durchfuhrung und Auswertung erfolgte wie im Kapitel 3.3.3, wobei eine
Messreihe zur Rh-123- und Calcein-Efflux Bestimmung ohne Modulatoren mitgefuhrt
wurde. Ein Ansatz setzte sich zusammen aus Rohrchen-I mit 10uyM Verapamil in
Medium (Negativkontrolle), Rohrchen-Il mit 10 yM Verapamil in Rh-123-Medium und
30 min Influx sowie Réhrchen-Ill mit 10 uM Verapamil in Rh-123-Medium mit 30 min
Influx sowie 3 Stunden Efflux. In weiteren Ansatzen wurde als Modulator 0,075%

Cremophor® EL und 5 mM Probenecid verwendet

3.4 Immunfluoreszenz-Mikroskopie

Die Morphologie und der Einfluss von Paclitaxel auf die Tubulinstruktur wurden

mittels Immunfluoreszenz-Mikroskopie dargestellit.

3.4.1 Prédparatherstellung

In 6-Well-Platten wurden autoklavierte Deckgldschen mit 1,5 x 10° Zellen in Medium
uberschichtet. Eine Inkubation im Brutschrank tber Nacht fihrte zur Adharenz der
Zellen. Zur Fixierung und Permeabilisierung diente eine Inkubation in -20 °C kaltem

Methanol fiir 5 min, sowie eine Uberschichtung mit =20 ° C kaltem Azeton fiir 30 sec.
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3.4.2 Immunfluoreszenzreaktion

Eine Inkubation der fixierten Deckglaschen in 3ml 37°C warmen Blockierungspuffer
fur 15 min trug zur Verminderung unspezifischer Antikorperbindungen bei. Nach
einer Spllung mit PBS erfolgte die Detektion mit den Primarantikérpern a- (1:1500
Verdlinnung), B- (1:250) oder %- (1:500) Tubulin (s. Tabelle 6) durch mittige
Uberschichtung der Deckglaschen mit 100 pl in Blockierungspuffer verdinnten
Antikorper. Nach einer Inkubation von 60 min bei Raumtemperatur und Spulung
wurden die Bindungen mit einen Anti-Maus FITC-markierten Sekundarantikorper
(1:60, DAKO, Hamburg) detektiert. Nach einer Inkubation fir 45 min bei
Raumtemperatur und Spulung wurden die Praparate getrocknet und in Mounting-
Medium auf Objekttrager invertiert eingedeckelt. Zum Ausschlul3 einer
unspezifischen Hintergundfarbunug des Sekundarantikérpers wurden Ansatzen ohne
Primarantikdrper parallel mitgefuhrt. Die Praparate konnten bei 4°C lichtgeschutzt
im Kuhlschrank konserviert werden.

Die Auswertung der Praparate erfolgte am Immunfluoreszenzmikroskop (Zeiss, BRD)

unter digitaler Dokumentation reprasentativer Bildausschnitte.

3.5 RT-PCR Evaluation der mRNA- Expression

Fir P-gp, LRP, MRP, die B-Tubulin Isotypen und %-Tubulin wurde die mRNA-
Expression mittels RT-PCR in ausgewahlten Nierenzellkarzinomen untersucht
(Kavalaris et al. 1997, Legrand et al. 1998). Die RNA-Isolation wurde zweimal aus

neuen Zellkulturen wiederholt, die PCR-Reaktionen dreimal reproduziert.

3.5.1 mRNA-Extraktion und Konzentrationsbestimmung

Die Zellinien wurden auf 125 cm? Kulturgefalle subkonfluent expandiert, abgelost
und in 10 ml PBS zentrifugiert (1100 Upm, 5 min, RT). Nach Resuspension der
Pellets in 3,8 ml mit 14,5 M B-Mercaptoethanol (10 ul/ml) versetzten RTL-Puffer
diente eine Spritze mit 20 G Nadel der Homogenisierung. Vor Uberfiihrung der Halfte
der Suspension auf 15 ml RNeasy Midi-Saulen musste noch 3,8 ml 70%-iges Athanol
dazugegeben werden. Eine Zentrifugation bei 4000 Upm fur 5 min wurde mit der
anderen Halfte wiederholt. Eine Waschung mit 3,8 ml RW1-Puffer und zwei

Waschungen mit jeweils 2,5 ml RPE-Pufer (4000 Upm, 5 min, RT) folgten vor der 1
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bis 2 maligen Elution der mRNA mit 150 pl RNase-freiem Wasser durch
Zentrifugation (4000 Upm, 3 min, RT).

Die mRNA Konzentration wurde mit einem Beckman Spectrophotometer DU-630
gegen 500 pl RNase-freies Wasser als Leerwert bestimmt.

10 pl Probe und 490 ul RNase-freies Wasser (1:50) wurden in einer Glasklvette
verdunnt. Konzentration und Reinheit (1,5- 1,9) errechneten sich durch die optische
Dichte bei 260 nm und 280 nm Wellenlange (s. Formel 5). Eine denaturierende 1%-
ige RNA-Gelelektrophorese mit 2 ug der Proben eignete sich zur Qualitats- und

Konzentrationskontrolle (s. Kapitel 3.6.1). Die RNA Lagerung erfolgte bei — 80 °C.

Reinheit = 2% % Konz. [ng/ ul] = Ext 20 x 50 x 40

Ext. 280

Formel 5: Berechnung der RNA Konzentration und Reinheit

3.5.2 cDNA-Synthese

Zur reversen Transkription dienten 2 ug Gesamt-RNA, das reverse Transkriptase
Enzym Omniscript (Quiagen, Hilden) und Random-Primer (Promega, Manheim).
Zunachst wurden 2 yg RNA mit RNase freiem Wasser abzuglich der weiteren
Reagenzien auf 20 yl Reaktionsvolumen erganzt, fir 5 min bei 65 °C denaturiert und
sofort auf Eis gelagert. Jeder Ansatz enthielt 2 pl 5 mM dNTP’s (0,5 mM
Endkonzentration), 10 ul Random Primer (25 ug/ul), 2 uyl 10 U/pl RNase-Inhibitor (5
U/ul), 2 y 10 x RT-Puffer (1 x), 1yl 4 U/pl reverse Transkriptase (2 U/pl). Einer
Inkubation bei 37 °C fur 60 min folgte die Inaktivierung des Enzyms flr 5 min bei 93
°C. Die Proben lie3en sich bei —20 °C lagern.

3.5.3 PCR-Reaktion

Ein Master-Mix enthielt pro 100 pl PCR-Reaktion 10 pl 10 x Quiagen PCR Puffer (1 x
Endkonzentration), 2 pl 10 mM dNTP’s (200 uM), 2,5 pl 25 pmol 5'Primer, 2,5 ul 25
pmol 3 Primer (0,25 pyM) und 0,5 ul 5 U/ul Tag DNA-Polymerase (0,25 U/ul) und 77,5
pl HPLC-H20 auf Eis. Die mitgelieferte Q-Solution, ein PCR Verstarker, erwies sich
fur einige PCR-Reaktionen als gunstig und wurde mit 20 pl 5 x Q-Solution (1 x)
eingesetzt. 95 yl Master-Mix und 5 yl cDNA wurden in 0,5 ml Eppendorf GefalRe auf
Eis gemischt und im Thermocyler PTC 150(Biozyme Diagnostics) der PCR-Reaktion

als ,hot-start“ unterzogen (s. Tabelle 4).
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Durch Vorversuche waren optimale PCR-Bedingungen bestimmt worden. Die
Zyklenzahl lag im linearen Bereich der PCR-Reaktion. Negativkontrollen mit HPLC-
H,O anstatt cDNA und RNA schlossen DNA-Kontaminationen aus. Ein Abgleich mit
GAPDH fir alle verwendeten RNA Proben ermdéglichte Standardisierung und

Qualitatskontrolle.

3.5.4 Agarosegelelektrophorese der PCR-Produkte

Zur Auswertung der PCR-Reaktionen lielen sich 1,5 — 2,0 %-ige Agarosegele
verwenden. Die in 1 x TBE Puffer in der Mikrowelle geléste und unter Ruhrung
handwarm abgeklhlte Agarose wurden in Gelkammern mit 1mm-Gelkdmmen
gegossen. Die Gelelektrophorese erfolgte in mit 1 x TBE aufgefullten
Elektrophoresetanks nach Polymerisation. Zur Analyse gelangten etwa 10 bis 25 %
des PCR Volumens. 10 ul PCR-Produkt wurden mit 2 pl 6 x DNA-Probenpuffer und
auf die Gele aufgetragen. Eine 100 bp DNA-Leiter (Life-Technologie, Eggenstein)
eignete sich zur Kontrolle der Bandenhohe. Die Elektrophorese erfolgte bei einer
Spannung von 80 bis 110 V fur ca. 60 bis 90 min. Die Farbung der Banden gelang
durch Lagerung der Gele flr 15 min in einem Ethidiumbromidbad (0,5 pg/ml in 1 x
TBE) und kurzes Schwenken in 1 x TBE. Ein UV-Lichttisch mit einem digitalem
Bildverarbeitungssystem  (Frobel Datentechnik, Deutschland) und einem
Thermotransferdrucker P68E (Mitsubishi, Japan) gestattete die Sichtbarkeit und

Dokumentation der PCR-Banden.
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LRP/MVP | MRP1 Bu Bu Biva Bivb Y-Tub.
GeneBank | M17758 | NM00511 | L05628 | X79535 U47634 X00734 x02344 M61764
accession 5
bp 471-706 | 941-1330 | 121-260 | 1201- 610-730 583-800 265-834
1390
Produkt 258 390 140 208 141 114 215 596
3"Primer 5 TACA | 5’ACAAC | 5TCTC | 5°CGC 5°CTG 5TCT 5'GAG 5'AGA
GTGGA | TCTGCG | TCCCG | ATCCTC | CTCGCA | CCGCCG | CTT GCC | GAA CAT
ATTGG | TGATTC | ACATG | CGA GCT CAT AGC CTA
TGCTG | TC% ACCG AGC GGA CTT CCA CTCGTT | CCT
G3’ AGG3" | AGTTCA | GTG CC3¥ CT3 GCT
AC3’ AG3’ GGA3%’
5Primer 5°CCCA | 5TCAGC | 5CCAG | 5'TCG 5°CAT 5'CCG 5'CCG 5CTG
GTAAA | ATGTAG | GAARA | CCCTCC | AAATAC | GCCTGG | ATCTGG | GCC
AATGT |G TGCCC | TCC TCC | TGCAGG | ATGTGC TTG ACT GAC
TGCCA | TGCTTC | CGAC | CGAY% AGG ACG CCG TGG
3’ CA3’ TC3’ GC3’ AT3’ CAC ACC3’
TG3’
Tabelle 3: RT-PCR Primer und Produkte
P-gp LRP MRP1 B Bu Biva Bivb Y-Tub.
Initiale 3 min, [ 3 min, 94 | 4 min, 3 min, 3 min, 5 min, 5 min, 3 min,
Denaturierung 94°C | °C 94 °C 94 °C 94 °C 94°C 94°C 94 °C
Denaturierung 60 30 sec, 60 sec, | 30sec, | 30sec, | 30 sec, 30 sec, | 30 sec,
sec, 94 °C 94 °C 94 °C 94 °C 94 °C 94 °C 94 °C
94°C
Anlagerung 60 30 sec, 60 sec, | 30sec, | 30sec, |60 sec, 60 sec, | 30 sec,
sec, 54 °C 56 °C 94 °C 94 °C 94 °C 94 °C 94 °C
56 °C
Extension 60 60 sec, 60 sec, | 60 sec, | 60sec, |90 sec, 90 sec, | 45 sec,
sec, 72°C 72 °C 72 °C 72 °C 72°C 72 °C 72 °C
72°C
Zyklen 30 30 35 30 30 35 35 28
Q-Solution --/-- --/-- ja --/-- ja ja ja -/

Tabelle 4 : PCR-Reaktionsbedingungen
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3.5.5 Sequenzierung der PCR-Produkte

Zur Reinigung der PCR-Produkte von Primern und Puffer dienten Microspin S-300
HR-Saulen (Pharmacia, Freiburg). Der Sequenzieransatz setzte sich aus 5 ul PCR-
Produkt, 1 ul 10 pmol/pl 5°Primer, 4 pl Terminator Ready Reaction Mix (Applied
Biosystems, Weiterstadt) und 10 pl HPLC-H20 zusammen. Das Sequenzierprogramm
bestand aus 25 Zyklen mit 30 sec Denaturierung bei 94°C, 15 sec Anlagerung bei
50 °C und Extension bei 60 °C fur 4 min. Der Reaktion schloss sich eine DNA
Fallung an, die aus 2 pl 3M Natriumacetat pH 5,2, 50 yl Athanol abs. und 20
Sequenzreaktion, Zentrifugation (13000 Upm, 10 min, 4 °C) sowie zweimaliges
Waschen mit 500 ul 70 %-igem Athanol (13000 Upm, 10 min, 4 °C) bestand.
Alternative war die Aufreinigung Uber das DyeEx® Dye-Terminator Removal System
(Quiagen, Hilden). Die Sequenzierung erfolgte im automatischen Sequenzierer ABI-

Prism 310 Sequencer (Perkin Elmer, Uberlingen).

3.6 Northern Blot

Die quantitative Expression der P-gp mRNA in den Linien clearCa-21s¢, und clearCa-
21,es wurde durch Northern Blot Analysen verglichen (Chaudhary u. Robinson 1993).
Der RNeasyMIDI Kit (Quiagen, Hilden) diente zur Gewinnung der Gesamt-RNA (s.
Kapitel 3.5.1). Der Versuch wurde einmal mit neuer RNA reproduziert.

3.6.1 RNA-Gelelektrophorese und Northern Blot

Eine denaturierende RNA-Gelelektrophorese von 25 ug Gesamt-RNA auf 1%-igem
Formaldehydgel (1% (w/v) Agarose, 18% (v/v) Formaldehyd, 1 x MOPS-Puffer, ad
DEPEC- H0) mit einer Spannung von 50 V in 1 x MOPS-Puffer uber mehrere
Stunden trennte die Proben auf. Diese setzten sich aus 15 yl Gesamt-RNA, 3,5 ul
40%-igem Glyoxal, 2 yl 10 x MOPS-Puffer zusammen, die vor Zugabe von 3,5 pl
RNA-Ladepuffer fur 15 min bei 55 °C denaturiert wurden.

Vor dem Kapillartransfer der RNA erfolgte eine 10 min Waschung des Gels in DEPC-
H>0, eine 10 min Inkubation in 0,05 M NaOH und eine Neutralisierung in 10 x SCC
fur 10 min. Der Transfer der RNA erfolgte durch einen Blotaufbau aus einer
Plastikwanne mit Sockel, einer Glasplatte, 2 Lagen in die Wanne ragendes Whatman
3MM Papier, dem RNA-Gel mit den Geltaschen nach unten, der Hybond-

Nylonmenbran (Amersham, Braunschweig), 2 Lagen Whatman 3MM Papier von
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Gelgrofie und 15 cm Papiertucher. Zur Beschwerung eignete sich ein Gewicht von
etwa 1 kg. Der Transfer dauerte 12 Stunden in 20 x SCC-Puffer. Die Geltaschen
wurden mit Kugelschreiber auf der Membran markiert und diese 5 min in 10 x SCC-
Puffer gewaschen. Zur Fixierung der RNA auf der Membran diente die UV-
Bestrahlung im Spectrolinker XL-1000 UV-Crosslinker (Spectronics Corp., USA).
Eine Farbung der Membran in Methylenblau und Entfarbung in 25%-igem Athanol
erlaubte die Transferkontrolle und die Markierung der 28S- und 18S-RNA.

3.6.2 Sondenherstellung und Markierung

Als Sonde zum Nachweis von P-gp dienten Uber Microspin S-300 HR-Saulen
(Pharmacia, Freiburg) aufgereinigte RT-PCR Produkte (s. Kapitel 3.5.1, Tabelle 5),
die zur Kontrolle sequenziert wurden (s. Kapitel 3.5.5).

50 ng Sonde (Gel-abgeschatzt) wurden mit TE-Puffer auf 45 ul verdinnt, 5 min bei
95 °C denaturiert und in den Rediprime-Labelling Mix (Pharmacia, Freiburg)
(iberfiihrt. Nach Zugabe von 5 pl ®**PIdCTP erfolgte die radioaktive Markierung der
Sonde flr 45 min bei 37 °C durch die Klenow Fragment DNA-Polymerase |. Nach
Reinigung der markierten Sonde Uber Sephadex-G50-Saulen erfolgte die Elution in
sechs Fraktionen. Fraktion eins machte 600 ul, Fraktion zwei bis funf 200 pl und
Fraktion sechs 800 ul aus. Die Radioaktivitat von 10 ul Aliquot der Fraktionen wurde
im Beckmann LS 6000 IC SzintillationsmeRgerat gemessen und die Fraktion mit der

hdchsten Aktivitat als Sonde eingesetzt.

Sonde Lange (bp) | 5Primer 3’Primer Nukleotide
P-gp 506 5'GGGGCTGGACTT | 5’AGCAGCTGACA | 608-1114
CTTTATGATG3’ GTCCAAGAAC3’

Tabelle 5: Northern Blot Sonde fiir P-gp

3.6.3 Hybridisierungsreaktion und Autoradiographie

Nach einer Prahybridisierung der Membran Uber Nacht mit 10 ml denaturierter (30
min, 80 °C) Northern Blot-Hybridisierungsléosung bei 42 °C in einem
Hybridisierungsgerat (Biometra, Gottingen) erfolgte die Hybridisierung durch Zugabe

von zuvor in Hybridisierungslosung denaturierter (30 min, 80 °C) Sonde
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(10" Counts/20 pl). Die Hybridisierung dauerte 16 Stunden bei 42 °C. Mehrfache
Waschschritte der Membran fur 5 min im Schuttelbad mit Northern Blot-Waschlosung
| bei Raumtemperatur und Northern Blot-Waschlésung Il bei etwa 50 °C sowie
Kontrolle der Membranradioaktivitat mit dem Handkontaminationsmonitor (FAG,
BRD) folgten vor der Detektion mittels Autoradiographie.

Die gewaschene Membran wurde in Folie gepackt und in der Dunkelkammer in eine
Filmkassette mit OMAT AR-Scientific Imaging Filmen (Kodak, BRD) gelegt. Die
Exposition dauerte ca. 24 h bei —80 °C, nach der der Film im Institut fur Dia-
gnostische Radiologie der Heinrich-Heine-Universitat (Direktor: Prof. Dr. med. U.

Modder) entwickelt wurde.

3.7 Western Blot Tubulin-Expressionsstudien

Die Protein Expression von a-, B-, ¥-Tubulin, sowie der Isotypen By, Bm und B

wurde mittels Western Blot quantitativ analysiert.
Die Isolation, die Elektrophorese und der Transfer der Proteine erfolgten am ersten
Tag, um frische Lysate zu gewahrleisten. Die Immunodetektion (s. Tabelle 6) wurde

am zweiten Tag durchgefuhrt. Die Versuche wurden mindestens dreimal wiederholt.

3.7.1 Proteinextraktion und Konzentrationsbestimmung

Die Kulturen wurden auf 2-5 x 10° Zellen subkonfluent expandiert, abgeldst, in

10 ml PBS resuspendiert und zweimal in 4°C kaltem PBS rezentrifugiert (1100 Upm,
5 min, 4°C). Die 20 bis 25 min andauernde Lyse der Zellen auf Eis erfolgte in
Abhangigkeit der GroRe der Pellets mit 50 bis 200 pl Protein-Lysepuffer, um eine
ausreichend hohe Proteinkonzentration zu erreichen. Dem Lysepuffer wurde die
Proteinaseinhibitoren Aprotein (1 ul, 1 ug/ml), Leupeptin (1 ul, 1 pg/ml), Soyabean
Trypsin Inhibitor (1 pl, 10 ng/ml) und PMSF (10 pl, 180 pg/ml) frisch zugesetzt. Auf
grundliche Resuspension und mehrfaches Aufschutteln der Pellets wahrend der Lyse
wurde geachtet. Danach erfogte die Zentrifugation der Ansatze in der Tischzentrifuge
(13000 Upm, 10 min, 4°C). Die Uberfiihrung des proteinhaltigen Uberstandes ohne
Bodensatz in neue Gefalle beendete die Reaktion. Zur Konzentrationsbestimmung

der Lysate wurde die Methode nach Bradford angewandt. Als Standardreihe dienten
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BSA-Losungen mit BSA Konzentrationen von 50 pg/ml (390 pl dH0O, 10
Lysepuffer, 400 pyl BSA-Stocklosung), 10 pug/ml (590 pl dH20, 10 ul Lysepuffer, 200
BSA-Stocklésung) und 5 pg/ml (690 pl dH2O, 10 pl Lysepuffer, 100 pl BSA-
Stocklésung). Nach Mischung von 4 ul Alliquot der Lysate oder der Standartreihe,
200 ul Bradfort-Lésung und 796 ul dH20 (1:250 Verdlnnung) fir 3 min auf Eis
erfolgte ein Farbumschlag nach blau-violett. Die Messung der Extinktionen erfolgte
bei 595 nm im Beckmann Spektrophotometer als dreifachen Ansatz gegen den
Leerwert aus 790 ul H20, 10 pl Lysepuffer und 200 pl Bradford. Aus der
Standardreihe ging die Extinktion von 1 ug/ml Protein hervor (ca. 0,066) und die
Konzentrationen der Lysate, sowie das Volumen welches 1 ug Protein enthielt,
konnte errechnet werden (s. Formel 6). Zur Analyse gelangten 20 bis 35 ug
Gesamtprotein gelést in 2 x SDS-Gelladepuffer. Das Doppelte des zur
Auftragungsmenge berechneten Volumens wurde 1:1 mit 2 x Gelladepuffer verdinnt,
fur 5 min bei 95 °C denaturiert und auf Eis abgekunhlt.

Proteinkonzentration[ g/ ml] = 16th/§16|] x Ext.Probe x 250

1000 y
Proteinkonzentration[ .g/1000u/1

Auftragsvolumen[20 ng] = 209

Formel 6: Proteinkonzentration und Auftragsvolumen (1 x)

3.7.2 PAGE-Gelelektrophorese

Zur Elektrophorese wurden 10% SDS-Polyacrylamid-Gele in Hoefer Gelkammern fur
10 x 10 cm Gele (Pharmacia, Freiburg) verwendet. Sammel- und Trenngel wurden in
GelguRsystemen mit 1 mm-Spacern und 9-Loch Gelkdmmen gegossen. Das 10 %-
ige Trenngel (40 % (v/v) 30 %-iger Polyacrylamid-Mix, 33% (v/v) dH20 , 25% (v/v) 1,5
M Tris-HCI pH 8,8, 1,5% (v/v) 10% SDS) polymerisierte nach Zugabe von 1,5% (v/v)
10% APS und 0,06% (v/v) TEMED im Gelguf3system mit der Gelfront 2 cm unterhalb
der Scheiben. Der Polymerisationsprozess dauerte ca. 20 min, wobei eine
Uberschichtung mit 50%-igem 2-Butanol einen Wasserentzung vermied.
AnschlieRend wurde nach Abgief3en und Trocknen der Kammern das Sammelgel (17
% (viv) 30 %-iger Polyacrylamid-Mix, 68% (v/v) dH20, 12,5% (v/v) 1 M Tris-HCI pH
6,8, 1% (v/v) 10 SDS) mit 1 % (v/v) 10% APS und 0,1% (v/v) TEMED gemischt, auf

das Trenngel
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geschichtet und mit dem Gelkamm bestuckt. Die Polymerisation dauerte ca. 10 min.
Die fertigen Gele wurden zwischen Glas und Scheibe gesichert in der
Elektrophoresekammer befestigt und diese mit PAGE-Gellaufpuffer aufgeflllt. Das
Auftragen der errechneten Lysatvolumina erfolgte nach Spulung der Slots, mit Hilfe
der Hamilton-microliter Pippette. Der low-range-Proteinmarker (Biorad) lief im ersten
Slot. Eine Stromstarke von 20 mA pro Gel wurde angelegt. Der Durchtritt des SDS-
Gellaufpuffers in den PAGE-Gellaufpuffer beendet die Gelelektrophorese nach 70 bis

90 min.

3.7.3 Proteintransfer und Ponceau-red-S-Féarbung

Nach Verwerfung des Sammelgels erfolgte der Blotaufbau zusammengesetzt aus
einer Gelseite mit Schwamm, 2 Lagen Whatman-Papier (0,5 cm Uber die Gelgrolie
hinausragend sowie einer Nitrozellulosemembran 0,2 cm die Gelgrofe ubertreffend)
auf der das Gel vorsichtig mit der Proteinseite nach oben luftblasenfrei angerollt
wurde. Zwei Lagen Whatman-Papier und ein Schwamm bildeten die obere Schicht.
Eine Kassette komprimierte den Aufbau. Der Proteintransfer fand in einem Biometra
Elektrotankblotter (Biometra, Gottingen) mit Membranseite zur Anode gerichtet unter
Klhlung in 4°C kaltem Western Blot-Transferpuffer statt. Die angelegte Stromstarke
betrug 0,8 mA/cm? [Membranflache/ Elektrodenabstand] fir 75 min. Nach Farbung
der Membran fir 5 min in Ponceau red S-Arbeitslédsung und Entfarbung in dH,0
erschienen die Proteinbanden und ermoglichten den Transfer zu kontrollieren. Die
Banden des Markers, die Slots und die rechte obere Vorderseite wurden mit

Kugelschreiber markiert.

3.7.4 Immunoblotting

Unspezifische Antikorperbindungen konnen durch Blockung der Membran mit
Western Blot Blockierungspuffer Uber Nacht unter Schwenkung im Kuhlschrank
reduziert werden. Am nachsten Tag wurde dann die Immunodetektion durchgeflhrt.
Die Primar- und Sekundarantikérper wurden in einem Volumen von 6 bis 10 ml
Blockierungspuffer in 50 ml Falcon-Rohrchen verdunnt, die Membran luftblasenfrei
mit der Proteinseite nach innen ausgerichtet und fur 60 min bei RT auf einem Rollator
geschwenkt (s. Tabelle 6). Nach der Primar- und Sekundarantikdrperreaktion erfolgte
eine dreimalige Waschung der Membran in Western Blot-Waschpuffer fiir jeweils 10

min unter leichtem Schwenken in Plastikgefallen. Zur Primarantikorper-
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Detektion diente ein mit dem Enzym horseradish-peroxidase-gekoppelter
Sekundarantikorper. Die Entwicklung der Membran erfolgte mit dem ECL-System

(Amersham, Braunschweig), wobei 3 ml der beiden 1:1 gemischten Losungen auf die
Membran getraufelt wurden. Die Inkubation dauerte 5 bis 10 min. In dieser Zeit setzte
das Enzym das in der ECL-LOsung vorhandene Substrat proportional zur Menge
gebundenen Sekundarantikorpers um. Die Fluoreszenz-Reaktion liel3 sich durch
Exposition der Membran gegenuber Hyper-linked-ECL -Filmen in der Dunkelkammer
in einer Filmkassette fur verschiedene Zeiten (5 sec. bis 12 min) sichtbar machen.

Vor Exposition wurde die Membran kurz auf Zellstoff getupft und in Safran-Folie
verpackt. Die Filme wurden im Institut fur Diagnostische Radiologie der Heinrich-
Heine-Universitat (Direktor: Prof. Dr. med. U. Maddder) entwickelt. Der B-Actin-
Abgleich erforderte eine Inkubation der Membran Uber Nacht in einem hohen
Volumen Western Blot-Blockierungspuffer im Kihlschrank unter Schwenken, der die
vorangegangene Detektion abschwachte. Danach erfolgte der Abgleich des Blottes
mit einem Antikdrper gegen (-Actin. Hierdurch konnten Lade- und

Transferschwankungen sowie die Proteinintegritat kontrolliert werden.

Tubulin AK- Name | AK-Klon | Immunglobulin-Typ Verdiinnung
o-Tubulin T9026 DM1A monoklonal Maus 1gG1 1:5000
B-Tubulin T5293 2-28-33 monoklonal Maus IgG1 1:1000
Y-Tubulin T6557 GTU-88 monoklonal Maus IgG1 1:1000
By-Tubulin T8535 JDR.3B8 monoklonal Maus 1gG2b 1:300
Bu-Tubulin T8660 SDL.3D10 monoklonal Maus 1gG2b 1:200
Bv-Tubulin no.178M ONS1A6 monoklonal Maus IgG1 1:150
B-Actin T5441 AC-15 monoklonal Maus IgG1 1:12000
Sekundar-AK AK-Name Verdiinnung

Kaninchen anti-Maus IgG, A9044 1:2000

Peroxidase-konjugiert

Tabelle 6: Verwendete Antikorper und Detektionsbedingungen
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3.8 Statistik

Die statistische Auswertung der Ergebnisse erfolgte mit den Programmen SPSS
(SPSS Gmbh, Munchen) und Microsoft Excel (Microsoft Corperation, Redmomd).

Es wurden Mittelwert, Standardabweichung sowie Trendlinie durch Regres-
sionsanalyse in Excel berechnet. Mit Hilfe des Programmes SPSS konnten
Korrelationen mit Korrelationskoeffizient r und Signifikanzniveau p berechnet werden,
wobei ein p-Wert von kleiner oder gleich 0,05 als signifikant angenommen wurde.

AulBerdem wurden hier die ICso-Werte durch Probit-Analyse berechnet.
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| 4 Ergebnisse

4.1 Verhalten von P-gp, LRP und MRP bei intrinsischer Resistenz

4.1.1 RT-PCR-Analyse der LRP mRNA-Expression

In 14 Nierenkarzinomzellinien unterschiedlicher histologischer Typen und Paclitaxel-
Resistenz konnte die LRP-mRNA mit etwa gleich starkem Signal nachgewiesen
werden (s. Abbildung 4). Fur die Linien clearCa-12 und clearCa-6 erfolgte eine
Sequenzierung der PCR-Bande. Diese bestatigte das Produkt als LRP-mRNA.

clearCa-2
clearCa-3
clearCa-6
clearCa-7
clearCa-11

3| @
1¢
< =
| ¢
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gl ¢
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K= K=
Q Q

=

clearCa-9
clearCa-12
clear-Ca-15
clearCa-19
chromnbohi-1
chrombhi-2
chrombhi-3

- — A S s S e - <4390 bp

Abbildung 4: RT-PCR Analyse der LRP mRNA-Expression
In allen Nierenzellkarzinomen (10 klarzellige, 3 chromophilzellige und 1
chromophobzelliges) konnte die LRP mRNA mit etwa gleich starkem Signal detektiert

werden. 100 bp Leiter (100bp), Negativkontrolle (C-). Darunter GAPDH-Abgleich
abgebildet.

4.1.2 Proteinexpression und Funktionalitdt von P-gp, LRP und MRP

Die Expression der Gene P-gp, LRP und MRP wurde mittels FACS-Analyse mit
Mittelwert und Standardabweichung aus mindestens 4 Messungen bestimmt. Ebenso
erfolgte die Analyse der Funktionalitat von P-gp und MRP durch den Rh-123- bzw.
Calcein-Efflux (s. Tabelle 7). 15 Nierenkarzinomzellinien (11 klarzellige, 4
chromophilzellige und 1 chromophobzelliges) mit unterschiedlicher Paclitaxel-
Sensitivitat gingen in die Auswertung ein.

Fir P-gp konnte in den 16 Linien eine signifikante Korrelation mit den 1Cso-Werten
gefunden werden (r = 0,57; p = 0,021) (s. Abbildung 5 [A.]). In der funktionellen
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Untersuchung zeigte sich hier eine signifikante Korrelation zwischen der P-gp-
Expression und dem Rh-123-Efflux (r = 0,53; p = 0,036) (s. Abbildung 5 [B.]). Die
Gegenuberstellung der ICso-Werte und des Rh-123-Effluxes ergab keine signifikante
Beziehung (r ~ 0,3; p = 0,3) (s. Abbildung 5 [C.)).

Auch zwischen der LRP-Expression und den ICso-Werten fur Paclitaxel konnte eine
signifikante Korrelation in den 16 Zellinien gefunden werden (r = 0,51; p = 0,044) (s.
Abbildung 6 [A.]). Bei der Gegenuberstellung der Expression von P-gp und LRP
zeigte sich hier eine hochsignifikante Koexpression zwischen den beiden Parametern
(r=0,81; p<0,01) (s. Abbildung 6 [B.]).

Fir MRP zeigte sich in den 16 Linien keine Beziehung zu den ICsp-Werten (s.
Abbildung 7 [A.]).
funktionellen Analyse von MRP durch den Calcein-Efflux vor (7 4.1.2-3 [B.]). Der

Genauso wenig lag eine signifikante Korrelation in der

Calcein-Efflux korrelierte auch nicht mit den ICso-Werten (s. Abbildung 7 [C.]).

Linie ICso [UM] | P-gp [%] MRP1 [%] | LRP [%] Rh-123 [%] | Calcein
Paclitaxel
clearCa-2 4,26 2300 40+0 12,0+0 86,8+ 2,7 | 658+ 0,7
clearCa-3 1,31 343+ 29 | 4036 19,7+6,6 |(668+142 |714+ 6,9
clearCa-4 1,73 411+ 89 | 256+ 11| 331+ 97 (778 45 | 34,4+ 83
clearCa-6 0,05 33078 | 25+21 19,7+11,1(30,0+109 |516+7,8
clearCa-7 35,18 475242 | 4020 445+48 | 91,6+2,1 87,0+1,1
clearCa-9 11,34 250+ 62 | 20+0,8 10,0+6,4 (906 47 | 742+ 3.2
clearCa-11 0,03 30,3+ 80 | 5029 19,7+6,6 (509 42 |688+% 3,5
clearCa-12 134,17 628+ 70 | 11,547 |443+61 |821%+ 7,2 |768+112
clearCa-14 5,46 525+ 6,7 | 20 £ 16 | 43,2+ 48 | 824+ 68 |41,7+ 19
clearCa-19 0,56 356+3,7 | 4816 15,1+3,7 |[60,0+5,0 72,3+£0,5
clearCa-28 1,90 446+10,5| 8437 350+146|740+ 0 55,0+ 0
chromphi-1 4,84 443+ 38 | 29+272 26,3+ 32 |900+ 70 | 7250
chromphi-2 4,20 495+10,0 | 34+0,7 34,7+ 34 | 87,3+6,4 64,4 £1,7
chromphi-3 0,60 13,0+ 0 2505 |250+0 645+ 60 |56,2+£0,9
chromphi-4 0,27 220+ 6,1 | 11,568 | 200+ 95 | 442+ 55 |725%0
chrompho-A | 0,08 14,0+ 0 7,00 11,0 £0 16,1+ 0,0 85,8+0,0

Tabelle 7: Zusammenfassung der FACS-Messungen
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Abbildung 5: Korrelation zw. P-gp und Paclitaxel sowie P-gp und

Rh-123- Efflux
Graphische Darstellung der Korrelation zw. P-gp und Paclitaxel-Sensitivitat (1Cso-
Werte) [A.] sowie fur P-gp und Rh-123 Efflux [B.]. Trendlinie, r und p Werte fur 16
Linien zeigen signifikante Korrelation.
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Abbildung 6: Korrelation zw. LRP und Paclitaxel sowie LRP und P-gp
Graphische Darstellung der Korrelation zw. LRP und Paclitaxel-Sensitivitat (1Cso-
V Werte) [A.] und sowie zwischen LRP und P-gp [B.]. Trendlinie, r und p Werte fir
114 Linien zeigen signifikante Korrelation.
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Abbildung7: Darstellung von MRP, Paclitaxel und Calcein-Efflux
Graphische Darstellung von MRP und Paclitaxel Sensitivitat [A.], MRP und
Calcein-Efflux [B.] sowie Calcein-Efflux und Paclitaxel Sensitivitat [C.]. Keine
signifikanten Korrelationen zwischen den Parametern in den 16 Linien.
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4.1.3 Modulationsversuche

In drei Zellinien (clearCa-9, clearCa-28, chromphi-1) mit hohem Rh-123-Efflux wurde
P-gp durch spezifische Inhibitoren blockiert. 10 pyM Verapamil und 0,075%
Cremophor® EL bewirkten eine effektive Reduktion des Transports. Verapamil zeigte
eine Hemmung der Effizienz von 44%. Cremophor® EL reduzierte den Rh-123-
Transport um 55%. (s. Abbildung 8).

Mit dem MRP-Modulator Probenecid sollte der Calcein-Efflux blockiert werden,
jedoch liel3 sich mit 5 mM Probenecid in keiner der Linien die Calcein-Efflux-Effizienz

im Vergleich zur Kontrolle andern (s. Abbildung 8).
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Abbildung 8: Modulationsversuche

Darstellung der Modulationsversuche in den Linien clearCa-9, clearCa-28 und chromphi-
1. Eine P-gp Blockierung von mind. 50% gegenuber einer Kontrolle ohne Modulator
wurde mit 10uM Verapamil und 0,075% Cremophor® EL erreicht [A.]. Schwarz Kontrolle
ohne Modulator, grau 10 pM Verapamil, weift 0,075% Cremophor EL.

Rechts Calcein-Efflux unter 5 mM Probenecid-Modulation (weil) gegentuber Kontrollen
ohne Modulator (schwarz) [B.]. Keine signifikante Anderung der Effizienz durch
Probenecid.

4.1.4 Kreuzresistenz-Analysen zur intrinsischen Resistenz

Die beiden klarzelligen Karzinome clearCa-6 und clearCa-12 zeigten in Testreihen
mit Zytostatika aus unterschiedlichen Wirkstoffgruppen ein abweichendes
Ansprechen: Im Vergleich zu clearCa-6 erwies sich clearCa-12 gegenlber den
Chemotherapeutika Paclitaxel, Vincristin und Etoposid, die als P-gp-Substate
bekannt sind, als wesentlich resistenter. ClearCa-6 dagegen zeigte ein vermindertes
Ansprechen auf Topotecan, ebenfalls ein P-gp-Substrat, und auf Bleomycin, das kein
P-gp-Substrat ist (s. Abbildung 9).
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Abbildung 9: Kreuzresistenz bei intrinsischer Resistenz
MTT-Assay-Analysen der Linien clearCa-6 und -12 mit Paclitaxel, Vincristin,
Etoposid, Topotecan und Bleomycin. Hohe Kreuzresistenz der Linie clearCa-12
gegenuber Paclitaxel, Vincristin und Etoposid im Vergleich zu clearCa-6. Erhohte
Resistenz von clearCa-6 gegenuber Topotecan und Bleomycin. Die relative

Resistenz [rr] wurde aus dem Verhaltnis ICso-Werte clearCa-12 zu clearCa-6
gebildet.
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4.1.5

Expressionsanalysen nach 120 h-Paclitaxel-Exposition

Nierenkarzinomzellinien verschiedener histologischer Typen und unterschiedlicher

Paclitaxel Sensitivitat wurden fur 120 h mit Paclitaxel-haltigem Medium kultiviert, um

das Verhalten der Expression von P-gp, LRP und MRP1 auf Proteinebene zu

untersuchen. Nach Berechnung der Mittelwerte und Standardabweichung aus den

Versuchsansatzen zeigte sich fur keine der 13 analysierten Zellinien (8 klarzellige

Karzinome, 4 chromophilzellige Karzinome und 1 chromophobzelliges Karzinom)

eine signifikante Anderung auf Proteinebene (s. Tabelle 8).

Linie ICs0 Un- 0,001 uyM [ 0,01 uyM [ 0,1 uM 1 M 10 pM
[MM] behandelt Paclitaxel Paclitaxel Paclitaxel Paclitaxel Paclitaxel
120 h - 120 h - 120 h - 120 h - 120 h -
Inkubation Inkubation Inkubation Inkubation Inkubation
clearCa-2 4,26 230z 0 270 0 3500 320+ 0 3400 250 0
clearCa-3 1,31 343+ 29 [(310+,5 [290+7,0(34,7+7,0 36,3+8,3 | 43,314,1
clearCa-6 0,05 61,7+ 84 570+ 9 [540x6,7 | 56,310,7 | 64,7£96 | 61,0+ O
clearCa-9 11,34 [ 250+ 6,2 [143+ 5 |247+29 |1210+2,2 |26,3+54 [19,0+14
clearCa-12 134,17 | 55,5+ 7,0 | 38,013,5 | 60,5+6,9 | 57,011,9 [ 59,5+53 | 61,8 +9,1
clearCa-15 130,12 | 61,5+ 85 | 685+85|63,5+6,5|535+7,5|57,5+55 | 595+6,5
clearCa-21 0,39 51,0+13,5 | 47,3+5,2 | 49,7+6,1 | 450+1,6 | 453+6,1 | 48,0+8,0
clearCa-28 1,90 40,7 £12,0 3100 | 36,025 |36,0+£29 | 43,3+4,9|39,3+5,9
chromphi-1 | 4,84 450+ 4,1 | 30,7+8,7 | 31,3+25 | 31,3+9,0 | 42,0+8,2 | 43,7+1,0
chromphi-2 | 4,2 49,5+ 10,0 | 49,0+2,0 | 38,5+4,0 | 458+9,0 | 46,3+3,5| 49,0+£3,0
chromphi-3 | 0,60 13,0+ 0 (31,5195 [11,5+35| 90+ 0 | 14,0£19,0 | 10,0+4,0
chromphi-4 | 0,27 62,0+ 6,4 | 56,8+12,0 | 58,5+9,3 | 56,8+15,7 | 63,4+9,1 | 67,0+ 7,3
chrompho-B | 387,50 | 25,5+ 3,0 | 255+ ,5 | 30,5+5,0 (21,0150 [ 17,0+5,0 | 250+7,0
Tabelle 8: P-gp nach Paclitaxel-Inkubation
P-gp-Expression nach 120 h-Paclitaxel-Inkubation fur 13 Linien mit unterschiedlicher
Paclitaxel-Sensitivitat und Histologie in [%].
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Linie ICs, | Unbehandelt | 0,001 pM | 0,01 pM | 0,1 pM 1 uM 10 pM
[uM] Paclitaxel Paclitaxel Paclitaxel Paclitaxel Paclitaxel
120 h - 120 h - 120 h - 120 h - 120 h -
Inkubation Inkubation Inkubation Inkubation Inkubation
clearCa-2 4,26 120+ 0 90 =0 90 0 10,0+ O 8,0 0 10,0+ 0
clearCa-3 1,31 16,3+ 21 17,7 £ 8,6 15,753 [ 143+£3,7 [ 20,0+£5,0 | 18,0+£5,9
clearCa-6 0,05 42,0 +11,8 22,7114 | 35,0£9,5 | 32,019,7 | 36,722,6 | 50,020,4
clearCa-9 11,34 8,859 43 1,3 14,0£0,5 | 7,3+£2,2 10,00 12,0+ 6,6
clearCa-12 | 134,17 [ 555+ 7,0 44,3 6,1 290+7,0 |40,3124 | 39,3+8,0 | 33,313,2
clearCa-15 | 130,12 | 26,5 £19,5 225127 [29,0£25 |32,0+£27 | 27,5175 | 30,555
clearCa-21 | 0,39 18,8 £13,2 18,2+8,9 20629 | 248+43 |1242+7,4 |16,0+0,8
clearCa-28 | 1,90 25,5+10,3 19,555 213+1,4 121359 |20,3+1,9 | 23,0+3,6
chromphi-1 | 4,84 29,020 26,729 20,773 | 20,714 | 187+ 3 |21,7+£20
chromphi-2 | 4,2 473x7,0 48,0+ 2,0 38,0+£2,0 |445+£3,3 |450+52 | 41,152
chromphi-3 | 0,60 250 0 30,0210 | 195+4,5 | 16,0£5,0 | 19,0£4,0 | 21,015,0
chromphi-4 | 0,27 26,3 £17,2 11,3+°0,9 | 153+£6,9 | 27,8+£8,8 | 19,3£6,3 | 32,8 10,4
chrompho-B | 387,5 19,0 £14,4 19,0+ 8,2 | 16,0+£6,3 | 23,316,0 | 20,3 11,0 | 24,7 10,2

Tabelle 9: LRP nach Paclitaxel-Inkubation

LRP-Expression nach 120 h-Paclitaxel-Inkubation fir 13 Linien unterschiedlicher
Paclitaxel-Sensitivitat und Histologie in [%].

Linie ICso Unbehandelt | 0,001 pM | 0,01 pM 0,1 uM 1M 10 uM
[uM] Paclitaxel Paclitaxel Paclitaxel Paclitaxel Paclitaxel
120 h - 120 h - 120 h - 120 h - 120 h -
Inkubation Inkubation Inkubation Inkubation Inkubation
clearCa-2 4,26 40+ 0 220+ 0 6,0+0 3,0+ 0 12,0+0 90+ 0
clearCa-3 1,31 4,0 % 3,6 23+1,2 2,3+1,2 3,7+£1,2 4710 |47 £,0
clearCa-6 0,05 85 +45 8,0+30 [65+,5 8,0+0 10,0+5,0 2,0+8,0
clearCa-9 11,34 2,0 £0,8 1,206 | 23+,2 2705 [16,0+£18,4 33+£1,2
clearCa-12 | 134,17 11,6+47 13,7+41 | 9,7+ 1 13,0+4,3 | 20,0 £ 13,2 3,8+1,9
clearCa-15 | 130,12 45 +25 40 +2,0 |55+,5 1,8+125| 8020 1,00
clearCa-21 | 0,39 53 +4,7 7,3 4,7 | 8,7%3,3 1565+3,5 | 28,7+27,3 7,7+39
clearCa-28 | 1,90 6,3 +34 70 £3,7 | 50,7 50+0,8 9,0+3,7 200
chromphi-1 | 4,84 3,7 £25 370 |53%5 53+25 4,8+ 1,0 8,0+0
chromphi-2 | 4,2 34+04 28+10 | 22%,7 25+1,2 3,0+£0,0 24+09
chromphi-3 | 0,60 25 +05 1,5+15 1,00 1,5+£05 | 0,8+0,25 0,5+0,5
chromphi-4 | 0,27 95 £3,0 98+'48 | 12534 14,3+51 | 14544 | 22,7 3,7
chrompho-B | 387,50 23 +22 23+10|25+,5 6,725 400 23+0,5

Tabelle 10: MRP nach Paclitaxel-Inkubation
MRP-Expression nach 120 h-Paclitaxel-Inkubation fur 13 Linien unterschiedlicher

Paclitaxel-Sensitivitat und Histologie in [%].
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4.1.6

Rh-123- und Calcein-Efflux nach 120 h-Paclitaxel-Exposition

Zur funktionellen Analyse von P-gp und MRP nach 120 h Paclitaxel-Inkubation wurde
der Rh-123- und Calcein-Efflux an 13 Linien bestimmt. Der Mittelwert und die

Standardabweichung von zwei unabhangigen Messungen wurden berechnet. Es

zeigten sich keine signifikanten Anderungen der Funktionalitdt nach Inkubation (s.

Tabelle 11).

Linie ICsp Unbehandelt | 0,001 uM | 0,01 uM 0,1 uM 1uM 10 uM
[MM] Paclitaxel Paclitaxel Paclitaxel Paclitaxel Paclitaxel
120 h - 120 h - 120 h - 120 h - 120 h -
Inkubation Inkubation Inkubation Inkubation Inkubation
clearCa-2 4,26 98,8+ 4,0 921+£19|949+78 {961+ 0 [954+£9,1|922+6,2
clearCa-3 1,31 67,935 69,1+3,3 | 709+2,1 (| 609+43 | 71,1+£7,2 | 62,1+7,6
clearCa-6 0,05 60,9+ 6,7 60,1+3,9 | 655+£99 | 572+9,7 | 69876 |57,9+87
clearCa-9 11,34 | 952+ 3,2 86,8+3,1|924+69 |941+6,3|93,1+£84|932+44
clearCa-12 134,17 | 62,8+ 5,2 645+45 | 533+£89|653+7,8|605+58 (67,741
clearCa-15 130,12 | 37,9+ 4,5 40,1+55|479+85 | 379+£55|419+98 | 35335
clearCa-21 0,39 17,125 25551 [ 131+£21|159+26|209+7,1|19,0£5,0
clearCa-28 1,90 86,9 £ 9,1 798+6,0 | 90,7+4,4 | 88,1+39 | 81,2+6,8 | 82,1+3,9
chromphi-1 | 4,84 97,4 £ 8,1 91,3£4,7 | 859+55 | 89,080 | 96,7+8,1 | 91,1+ 3,4
chromphi-2 | 4,2 89,2 £ 10,1 83,4+6,1|899+10 | 935+98 |969+£55|948+6,7
chromphi-3 | 0,60 58,9+0,8 379+0,1 | 439+3,9 (756109 |62,1+£89 | 583+4,9
chromphi-4 | 0,27 948+74 949100 | 912+93 (84977 |878+£9,1|91,1+53
chrompho-B | 387,50 | 13,4 + 4,1 6,7+15 [ 11,1+£28 | 162+£50 | 163+7,2 | 13,2+41

Tabelle 11: Rh123-Efflux nach Paclitaxel-Inkubation

Rh-123-Efflux-Effizienz nach 120 h-Paclitaxel-Inkubation von 13 Linien mit

unterschiedlicher Paclitaxel-Sensitivitat und Histologie.
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Linie ICso Unbehandelt | 0,001 pM 0,01 uM 0,1 uM 1M 10 M
[MM] Paclitaxel Paclitaxel Paclitaxel Paclitaxel Paclitaxel
120 h - 120 h - 120 h - 120 h - 120 h _
Inkubation Imkubation | Inkubation Inkubation Inkubation
ClearCa-2 | 4,26 86,0+ 0,5 835 +50 | 875 0,0 | 760+80 [ 71,9 +,2 (89445
ClearCa-3 | 1,31 53,7+ 9,1 58,3+9,6 67,2+09 | 80,1+27 | 57,7+52 | 593+99
ClearCa-6 0,05 51,6 10,8 47,9 6,7 489+0,5 | 52,3 11,7 | 45,310,6 | 50,211,4
ClearCa-9 | 11,34 | 755+6,7 818 +83 | 866+65 | 889+,3 [892+20 |80,7+5,6
ClearCa-12 | 134,17 | 64,5 + 3,1 75,3 + 3,1 76,4+0,0 | 73,1489 |676+7,2 |68,8+1,2
ClearCa-15 | 130,12 | 62,3+ 8,9 60,0+10,7 | 70,1+3,1 |598+98 (609115 |68,1+55
ClearCa-21 | 0,39 68,7 £10,2 55,9+9,9 579+09 | 652+23 (598+74 |70,3+6,8
ClearCa-28 | 1,90 25,5+10,3 1956+5,5 21,314 |1 213+£59 | 20,3+1,9 | 23,0+3,6
Chromphi- | 4,84 655+7,6 79,6 49 74,149,2 | 657+94 |665+ ,3 | 54,6+3,1
Chromphi-2 | 4,2 62,2+ 0,5 745 +£50 | 837 +£,0 |659+80 (595 +2 |643+45
Chromphi-3 | 0,60 55,1+4,0 674+119 [621+95 |731+7,0|519+£0,0 | 63,2+47,9
Chromphi-4 | 0,27 40,6 £11,3 40,9+9)9 413+79 (389+0,8 | 39,0+4,3 | 42,1£10,1
Chrompho-B | 387,50 | 38,5+11,4 521+ 9,2 [60,9+23 | 59,7 +9,0 | 40,6 10,9 | 41,3+8,7

Tabelle 12: Calcein-Efflux nach 120 h-Paclitaxel Inkubation
Calcein-Efflux-Effizienz nach 120 h-Paclitaxel-Inkubation von 13 Linien mit

unterschiedlicher Paclitaxel-Sensitivitat und Histologie.
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4.2 Untersuchung von P-gp, LRP und MRP bei erworbene Resistenz

4.2.1 Kreuzresistenzanalysen bei erworbener Paclitaxel-Resistenz

Das Ansprechen der Paclitaxel-sensitiven Zelinien clearCa-21s¢, und der Paclitaxel-
resistenten Zellinie clearCa-21,s auf die Zytostatika Paclitaxel, Vincristin, Etoposid,
Topotecan und Bleomycin wurde im MTT-Assay verglichen. Nach Berechnung der
ICso-Werte zeigte sich, dass die Paclitaxel-resistente Linie clearCa-21,s (IC5,>1000
MM) auch gegenuber den meisten anderen Zytostatika mit Ausnahme von Bleomycin
ein deutlich vermindertes Ansprechen aufweist (s. Abbildung 10).
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Abbildung 10: Kreuzresistenz bei erworbener Resistenz
Darstellung der Zytostatika-Toxizitat in den Linien clearCa-21sens Und clearCa-21es
fur Paclitaxel, Vincristin, Etoposid, Topotecan und Bleomycin. Deutlich erhdhte

Resistenz des Subklons clearCa-21,s im Vergleich zur Mutterlinie. FUr Bleomycin
in etwa gleiches Ansprechen.
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4.2.2 RT-PCR-Analyse der mRNA fiir P-gp, LRP, MRP

Bei der Analyse der mRNA von P-gp, LRP und MRP lie3en sich alle drei Gene durch
RT-PCR nachweisen. Die Bandenhdhe im Agarosegel stimmte mit der erwarteten
Hoéhe Uberein. Die PCR-Produkte wurden einmal sequenziert, um die erfolgreiche
Amplifikation zu bestatigen. (s. Abbildung 11). Die RT-PCR wurde zweimal
reproduziert.

ClearCa-21

100 bp| |sens| res] 100 bp| |sens]|

<258bp
<140bp

<4GAPDH

HE
3

[100 bp)

<390bp

Abbildung 11: RT-PCR von P-gp, LRP, MRP

1,5 %-ige Agarose-Gelelektrophorese der RT-PCR-Produkte fur P-gp, LRP und MRP
fur die Linien clearCa-21sens und clearCa-21,s im Vergleich. 100 bp-Leiter (100 bp)
und GAPDH-Abgleich mit abgebildet.

4.2.3 Northern Blot- Analyse der quantitativen mRNA-Expression fiir P-gp
Die direkt quantitative Analyse der mRNA-Expression von P-gp durch den Northern
Blot zeigte die in etwa gleich hohe Expression in den beiden Linien clearCa-21ens
und clearCa-21.s (s. Abbildung 12).

clearCa-21

<428 sRNA
< P-gp mRNA

<418 sRNA
<4GAPDH

Abbildung 12: Northern Blot-Analyse von P-gp
Nachweis von P-gp in den beiden Linien clearCa-21sens und clearCa-21seps in
gleicher Hohe. GAPDH-Abgleich mit abgebildet.
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4.2.4 FACS-Analysen zur Proteinexpression von P-gp, LRP, MRP

Bei der Proteinmessung mittels DurchfluRzytometrie in den Linien clearCa21se,s und
clearCa-21ses zeigte sich eine identisch hohe P-gp-, LRP- und MRP-Expression auf
Proteinebene (s. Abbildung 13). Mittelwerte und Standardabweichung von 10

Messungen gingen in die Bewertung ein.

60 -
= 40 - L
c
2
3 f
[
2 207 : clearCa-21sens
4
" m =
0- : clearCa-21,.s
P-gp LRP MRP
P-gp LRP MRP
clearCa-21seps clearCa-21,s clearCa-21sens clearCa-21,.s clearCa-21seps clearCa-21,.s
455%7,2 453 +5,8 22,4 +£5,9 2431472 6,2+45 54130

Abbildung 13: FACS-Analysen zur Proteinexpression
Vergleich des P-gp-, LRP- und MRP-Gehalts in den Linien clearCa-21sens/res.
Gleich hohe Expression der Proteine.

4.2.5 Rhodamin- und Calcein-Efflux-Assays fiir P-gp und MRP

Zur Bestimmung der funktionellen Aktivitat wurden die beiden Linien clearCa21sens
und clearCa-21s.ns dem Efflux-Assay unterzogen und das Verhaltnis der beiden
Efflux-Werte als efflux-ratio (Efflux clearCa-21sens: Efflux clearCa-21,s) miteinander
verglichen (s. Abbildung 14). Der Rh-123-Efflux zeigte eine deutlich erhdhte Aktivitat
von P-gp (efflux-ratio: 7,2) in der Paclitaxel-resistenten Linie clearCa-21,s Der

Calcein-Efflux erwies sich dagegen nur als geringfligig gesteigert (efflux-ratio: 1,1).
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efflux-ratio : 7,2 effluaratio: 1,1
100 - — 100,
2
g 75| :=< 75 I
& 50 W =
- £
X 25- 8 >
- 5
0- © 0
Rh-123 Efflux [%)] Calcein-Efflux [%)]
clearCa-214.,s clearCa-21,.s clearCa-21g.,s clearCa-21,.s
13,01£4,2 98,9+1,1 61,8+6,9 68,8 +4,3
Abbildung 14: Rh-123 und Calcein-Efflux
Deutlich erhéhter Rh-123 (7,2x) und leicht gesteigerter Calcein-Efflux im clearCa-
21,es im Vergleich zurlLinie clearCa-21sens. (SChwarze Saule clearCa-21seps, graue
Saule clearCa-21s)

4.2.6 Modulationsversuche

Es wurde versucht, den Rh-123-Efflux mit den Inhibitoren Verapamil und Cremophor
®EL zu modulieren. In der Linie clearCa-21sens lieR sich durch Verapamil eine
Verminderung des Rh-123-Effluxes um 37% und durch Cremophor® EL um 29%
erreichen. In der Paclitaxel-resistenten Linie clearCa-21,s konnte keine Blockierung

des Rh-123-Effluxes durch Verapamil oder Cremophor® El erzielt werden (s.

Abbildung 15).

100 - I = =S
< 75-
S 50 - : clearCa-21seps
<
® 25 -
0 . - - : clearCa-21,s

Kontrolle Verapamil (10uM) Cremophor EL

Abbildung 15: Modulationsversuche bei erworbener Resistenz

Graphische Darstellung des Modulationsversuchs in den beiden Linien clearCa-
21sensires IM Vergleich zu Kontrollen ohne Modulator. Moderate Blockierung des Rh-123
Effluxes in der Linie clearCa-21sens durch Verapamil und Cremophor® El.
Aufgehobenes Ansprechen von clearCa-21,.s auf Verapamil und auf Cremophor® EL.
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4.3 Tubulin-Expression bei intrinsischer Paclitaxel-Resistenz

4.3.1 RT-PCR-Analysen der mRNA-Expression der Tubuline

In 8 Nierenkarzinomzellinien mit unterschiedlicher Paclitaxel-Sensitivitat (ICso-Werte
zwischen 0,03 uyM u. 134,17 uM) wurde die mRNA-Expression von verschiedenen -
Tubulin-Isotypen und ¥-Tubulin mittels RT-PCR untersucht. Alle untersuchten Gene
konnten in den Linien in der Agarosegelelektrophorese detektiert werden und durch
Sequenzierung bestatigt werden (s. Abbildung 16 bis 20).

Far Bi-, Bva- und Byvp-Tubulin zeigten sich in allen untersuchten Linien gleich starke
Signale (s. Abbildung 16, 18, -19).

Fir den Isotyp B zeigte sich eine heterogene Expression, wobei in den Zelllinien
clearCa-12 und clearCa-15 reproduzierbar das starkste Signal zu finden war. Fur die
ubrigen Transkripte lieRen sich in etwa gleich starke bzw. keine Signale detektieren
(s. Abbildung 17). Negativkontrollen mit Wasser anstatt RNA bzw. cDNA sowie
GAPDH-Abgleich wurden flr alle Proben durchgefuhrt.
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Abbildung 16: RT-PCR-Analyse B,-Tubulin

Nachweis der mRNA-Expression in allen 8 Linien. Abbildung in
aufsteigender Paclitaxel-Resistenz. Transkript-Nachweis in allen Linien
ohne deutlichen Signalunterschied. 100 bp Leiter (100 bp), Negativ -
kontrolle (C-) und GAPDH-Abgleich abgebildet.
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Abbildung 17: RT-PCR-Analyse By-Tubulin

Untersuchung der mRNA-Expression in 8 Linien. Abbildung in
aufsteigender Paclitaxel-Resistenz. Starkstes Transkriptionssignal in
clear-Ca-12 und clearCa-15.Schwache oder negative Signale in den
Ubrigen Linien. 100 bp Leiter (100 bp), Negativkontrolle (C-), GAPDH-
Abgleich abgebildet.
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Abbildung 18: RT-PCR-Analyse Bia -Tubulin
Nachweis der mRNA-Expression in allen 8 Linien. Abbildung in
aufsteigender Paclitaxel-Resistenz. GleichmaRiges Signal in allen Linien

detektierbar. 100 Leiter (100 bp), Negativkontrolle (C-), GAPDH-Abgleich
abgebildet.
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Abbildung 19: RT-PCR-Analysen B -Tubulin

Nachweis der mRNA-Expression in allen 8 Linien. Abbildung in
aufsteigender Paclitaxel-Resistenz. Detektion des Transkriptionssignals in
allen Linien mit annahernd gleicher Starke. 100 bp Leiter (100 bp),
Negativkontrolle (C-), GAPDH-Abgleich abgebildet.
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Abbildung 20: RT-PCR-Analysen ¥-Tubulin
Nachweis der mMRNA-Expression in allen 9 Linien. Abbildung in
aufsteigender Paclitaxel-Resistenz. Nachweis der Transkription in allen

Linien in etwa gleicher Starke. 100 bp Leiter (100 bp) und GAPDH-
Abgleich mit abgebildet.
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4.3.2 Western Blot-Analysen von a-, B-, ¥ -Tubulin bei intrinsischer
Resistenz

In 9 Nierenkarzinomzellinien unterschiedlicher Histologie (7 klarzellige Karzinome, 1

chromophil-, 1 chromophobzelliges Karzinom) und Paclitaxel-Sensitivitat wurde die

Expression von a-, B- und ¥-Tubulin im Western Blot analysiert. Ein -Actin-Abgleich

diente der Standardisierung und Qualitatskontrolle. Fir jede Linie lieRen sich die

Proteinbanden fur alle untersuchten Tubuline detektieren.

In 3 Versuchansatzen zeigte sich zwischen den einzelnen Zellinien eine fir a- und ¥-

Tubulin in etwa gleich hohe Expression (s. Abbildung 21 und 23).

FUr B-Tubulin zeigte sich in 3 Versuchsansatzen eine heterogene Expression auf

Proteinebene, wobei die resistenteren Linien tendenziell eine hohere Signalintensitat

aufwiesen (s. Abbildung 22).
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Abbildung 21: Western Blot-Analyse a-Tubulin

Nachweis von a-Tubulin in allen Zellinien (7 klarzellge Karzinome, 1
chromophil- und 1 chromophobzelliges Karzinom) mit unterschiedlicher
Paclitaxel-Sensitivitat. In etwa gleich hohe Signalintensitat flr a-Tubulin in
allen Linien in Hohe von ~ 55 kd detektierbar. Abbildung in aufsteigender
Paclitaxel-Resistenz. B-Actin-Abgleich mit abgebildet.
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Abbildung 22: Western Blot-Analyse B-Tubulin

Nachweis in 7 klarzelligen Karzinomen, 1 chromophil- und 1
chromphobzelliges Karzinom mit unterschiedlicher Paclitaxel-Sensitivitat auf
Hohe von ~ 55 kd. Die Signal-intensitat fur f-Tubulin ist tendenziell in Linien
mit hoherer Paclitaxel-Resistenz starker (bei dreifacher Reproduktion).
Abbildung in aufsteigender Resistenz. -Actin-Abgleich unten abgebildet.

~ ~ -Tubuli
[a2) [Te) ~— © g e - N
S S © ™ N2 3 3 @
o o o ~— < ~ ~— ~ [9p]
o o o o o o o o o
9] 9] 9] 9] 9] [T9) [T9) 0 [T9)
Q Q Q Q Q O O O O
\'A \'A \'A \'A \'A \"A \"A \"A A"
0
- 3 ~ ) )
@ - = o ? @ < \n £
© © Q. © © © © © Q.
(&) (&) £ (&) o o (3] (3] £
© © o © © © © © °
Q Q £ Q K K K 2 <
o o o o o o o (8] o M
<445 kd
<«B-Actin

Abbildung 23: Western Blot-Analyse y-Tubulin

Nachweis in 7 klar, 1 chromophil- und 1 chromophobzelligem Karzinomen
mit unterschiedlicher Paclitaxel-Sensitivitat. Nachweis von y-Tubulin in allen
Linien auf Héhe von ~ 46 kd ohne nennenswerte Unterschiede in der

Signalintensitat. Abbildung in aufsteigender Resistenz. 3-Actin-Abgleich
unten abgebildet.
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4.3.3 Western Blot-Analysen der B-Isotypen

In 9 Nierenkarzinomzellinien unterschiedlicher Histologie (8 klarzellige Karzinome, 1
chromophil-, 1 chromophobzelliges Karzinom) und Paclitaxel-Sensitivitat erfolgte mit
dem Western Blot die quantitative Bestimmung der Proteinexpression fir die [3-
Tubulin-Isotypen By, B und Bi. Ein B-Actin-Abgleich wurde zur Standardisierung und
Qualitatskontrolle mitgefuhrt. Die Auftragung der Linien erfolgte in aufsteigender
Paclitaxel-Resistenz (ICso-Werte). Mindestens 4 Ansatze aus neuen Proteinlysaten
gingen in die Auswertung ein.

Bi-Tubulin konnte in allen untersuchten Linien mit wechselnder Signalintensitat
detektiert werden. Eine Beziehung zur Paclitaxel-Sensitivitat lie3 sich nicht
nachweisen (s. Abbildung 24). By-Tubulin konnte in 3 der 9 untersuchten Zellinien
gefunden werden. In allen 4 Ansatzen zeigte die Linie clearCa-15 eine besonders
hohe Signalintensitat (s. Abbildung 25), ahnlich wie auf mRNA-Ebene, wo die Linie
clearCa-15 mit starkem Signal nachzuweisen ist (vgl. Abbildung 17). Fir B-Tubulin

lieBen sich in allen analysierten Linien Signale in ahnlicher Starke finden (s.
Abbildung 26).
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Abbildung 24: Western Blot-Analyse f-Tubulin

Nachweis in 7 klarzelligen Karzinomen, 1 chromophil- und 1
chromphobzelligem Karzinom mit unterschiedlicher Paclitaxel-Sensitivitat. Der
Bi-Tubulin Isotyp konnte in allen Linien auf der Ho6he von ~ 55 kd
nachgewiesen werden. Unterschiedliche Signalintensitat ohne Bezug zur
Paclitaxel-Sensitivitat oder Histologie reproduzierbar. Abbildung in
aufsteigender Resistenz. B-Actin-Abgleich unten abgebildet.
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Abbildung 25: Western Blot-Analyse By-Tubulin

Nachweis in 7 klarzelligen Karzinomen, 1 chromophil- und 1
chromphobzelligem Karzinome mit unterschiedlicher Paclitaxel-Sensitivitat.
Der By-Tubulin Isotyp liel sich auf Proteinebene nur fur 3 Linien
reproduzierbar auf der Hohe von ~ 55 kd nachweisen. Jeweils deutlich
starkstes Signal in der Linie clearCa-15 bei vierfacher Reproduktion.
Abbildung in aufsteigender Resistenz. B-Actin-Abgleich unten abgebildet.
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Abbildung 26: Western Blot-Analyse By-Tubulin

Nachweis in 7 klarzelligen Karzinomen, 1 chromophil- und 1
chromphobzelligem Karzinom mit unterschiedlicher Paclitaxel-Sensitivitat.
Der Biy-Tubulin Isotyp konnte in allen Linien auf der Hohe von ~ 55 kd
reproduzierbar nachgewiesen werden. Signalintensitat fur alle Linien in
etwas gleich. B-Actin-Abgleich unten dargestellit.
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4.3.4 RT-PCR Analysen der B-Tubulin-Isotypen bei erworbener Resistenz

In der Paclitaxel-resistenten Zellinie clearCa-21,s und der Paclitaxel-sensitiven
Zellinie clearCa-21¢ns wurde mittels RT-PCR-Reaktion die mRNA-Expression der (3-
Tubulin-Isotypen im Vergleich analysiert. Alle Isotypen konnten mit gleicher
Signalintensitat durch Agarosegelelektrophorese detektiert werden (s. Abbildung 27
A.-D.). Eine Sequenzierung der PCR-Produkte zur Bestatigung der Amplifikation
erfolgte einmal im Anschluss. Ein GAPDH-Abgleich zur Standardisierung und

Qualitatskontrolle wurde mitgefiihrt.

Bu-Tubulin
clearCa-21 clearCa-21
1100 bp |sens res 100 bp| |sens| |res|
<208 bp <141 bp
A. ] <GAPDH B. e <GAPDH
- - |
clearCa-21 clearCa-21
(100 bg  [sens [res 100 bp
——
<114 bp N— <215bp
il
<GAPDH D. <GAPDH |

Abbildung 27: RT-PCR-Analysen der B-Tubulin-lsotypen
Nachweis aller Isotypen in beiden Linien in gleicher Signalintensitat. GAPDH-
Abgleich unten abgebildet. 100 bp Leiter (100 bp) linker Rand.
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4.3.5 Western Blot-Analysen der Tubuline bei erworbener Resistenz

Der Western Blot diente dem quantitativem Nachweis der Proteinexpression von a-,
B- und ¥-Tubulin in den Linien clearCa-21sens und clearCa-21,.s. Die Versuche wurden
mindestens dreimal mit neuen Lysaten reproduziert (s. Abbildungen 28 bis -33).

Alle untersuchten Tubuline konnten in beiden Linien nachgewiesen werden. Fur a-,
B- und ¥-Tubulin zeigte sich in beiden Linien eine etwa gleiche Signalintensitat. Eine
Anderung der Expression in der fir 120 h mit Paclitaxel-exponierten Linie clearCa-
21sens Oder der Paclitaxel-resistenten Zellinie konnte nicht gefunden werden (s.
Abbildung 28 bis 30). Bei den B-Tubulin-Isotypen zeigten sich fir B;- und By-Tubulin
keine nennenswerten Unterschiede zwischen den Linien. Anderungen durch
Paclitaxel-Exposition konnten nicht gefunden werden (s. Abbildung 30 bis 32).

Far Bw-Tubulin zeigte sich in 4 unabhangigen Ansatzen eine Erhdéhung der
Proteinexpression in der Paclitaxel-resistenten Linie clearCa-21,s. Diese schwankte
im Vergleich zur Zellinie clearCa-21.ns zwischen 1,5- bis 2-facher Signalintensitat.
Nach einer Paclitaxel-Kurzzeit-Exposition fur 120 h bleibt die B-Tubulin-Expression in

Vergleich zur Kontrolle unverandert.

clearCa-21

---120 h
--120 h

clearCa-21sens
clearCa-21sens
0,1 uM -
clearCa-21sens
1 UM --
clearCa-21,es

<466 kd

<445 kd

<«B-Actin

Abbildung 28: Western Blot-Nachweis a-Tubulin

Vergleich zwischen der Paclitaxel-sensitiven Mutterlinie clearCa-21ens
vor und nach Kurzzeit-Exposition mit Paclitaxel und dem resistenten
Subklon clearCa-21,s . Jeweils gleich starkes Signal in den 4 Linien auf
der H6he von ~ 55 kd. Keine Anderung durch Paclitaxel-Inkubation.
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120 h

1 uM --- 120 h

clearCa-21gens
clearCa-21gens
clearCa-21gens
clearCa-21es

0,1 uM ----

<466 kd

| seamse -—-“| <«B-Actin

<445 kd

Abbildung 29: Western Blot-Analysen B-Tubulin

Vergleich zwischen der Paclitaxel-sensitiven Mutterlinie clearCa-21sens
vor und nach Kurzzeit-Exposition mit Paclitaxel und dem resistenten
Subklon clearCa-21,s. Gleich starkes B-Tubulin Signal in allen Linien
ohne Beeinflussung durch Paclitaxel.

clearCa-21

120 h

1 M ---- 120 h

clearCa-21sens
clearCa-21sens
clearCa-21sens
clearCa-21,es

0,1 pM ----

< 45kd

<4B-Actin

Abbildung 30: Western Blot-Analysen ¥-Tubulin

Vergleich zwischen der Paclitaxel-sensitiven Mutterlinie clearCa-21sens
vor und nach Kurzzeit-Exposition mit Paclitaxel und dem resistenten
Subklon clearCa-21,s. Gleich starkes y-Tubulin Signal in allen Linien
ohne Beeinflussung durch Paclitaxel in Héhe von ~ 46 kd.
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Abbildung 31: Western Blot-Analysen B,-Tubulin

Vergleich zwischen der Paclitaxel-sensitiven Mutterlinie clearCa-21sens vor
und nach Kurzzeit-Exposition mit Paclitaxel und dem resistenten Subklon
clearCa-21,s . Gleich starkes By-Tubulin Signal in allen Linien ohne
Beeinflussung durch Paclitaxel in Hohe von ~ 55 kd.
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Abbildung 32: Western Blot-Analysen By-Tubulin

Vergleich zwischen der Paclitaxel-sensitiven Mutterlinie clearCa-21se,s vOr
und nach Kurzzeit-Exposition mit Paclitaxel und dem resistenten Subklon
clearCa-21,s . Gleich starkes By -Tubulin Signal in allen Linien ohne
Beeinflussung durch Paclitaxel in Hohe von ~ 55 kd.
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Abbildung 33: Western Blot-Analysen Byy-Tubulin

Vergleich zwischen der Paclitaxel-sensitiven Mutterlinie clearCa-21sens vOr
und nach Kurzzeit-Exposition mit Paclitaxel und dem resistenten Subklon
clearCa-21.s. In der resistenten Linie liel3 sich reproduzierbar ein 1,5- bis 2-
fach starkeres By-Tubulin Signal detektieren. Keine Anderung von Byy-
Tubulin durch Kurzzeit-Exposition.

4.4 Immunfluorezenz (IF)-Mikroskopie der Tubuline

Zur morphologischen Darstellung der Tubuline und Dokumentation ihrer Struktur-
veranderungen nach Paclitaxel-Exposition wurde exemplarisch eine IF-Mikrosopie
der Linien clearCa-21sens Und clearCa-21,.s sowie der Linien clearCa-6, cleaCa-12
und clearCa-15 durchgefuhrt (s. Abbildungen 34 bis 37).

Nach 120 h-Paclitaxel-Exposition kam es zur Mikrotubuli-Bandelung in der Linie
clearCa-21sens. Dieser Effekt war in der Paclitaxel-resistenten Linie clearCa-21 s
aufgehoben (s. Abbildung 34)

In der Linie clearCa-15 war im Vergleich zu den anderen untersuchten Linien, ahnlich
wie in der Western blot-Versuchsreihe, eine deutlich intensivere Anfarbung fur -
Tubulin zu verzeichnen (s. Abbildung 36, vgl. Abbildung 25.).

¥-Tubulin zeigte sich in Form von fleckférmigen, zytoplasmatischen und nuklearen

Inseln in allen untersuchten Zellinien (s. Abbildung 37)
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Abbildung 34:

a-Tubulin in den Linien clearCa-21sens
und clearCa-21,.s nach Paclitaxel-
Exposition

A. clearCa-21sens unbehandelt, B.
clearCa-21sens nach 120 h Paclitaxel-
Inkubation  (Mikrotubuli-Bundel), C.
clearCa-21,.s nach 120 h Paclitaxel-
c Exposition (keine Mikrotubuli-Bundel).

' 4 Abbildung 35:

B-Tubulin in den Linien clearCa-
21sens und ClearCa-21,.s nach
Paclitaxel-Exposition

A. clearCa-21s.ns unbehandelt, B.
clearCa-21s.ns nach 120 h Paclitaxel-
Inkubation  (Mikrotubuli-Bundel), C.
clearCa-21,,s nach 120 h Paclitaxel-
Exposition (keine Mikrotubuli-Bundel).
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Abbildung 36: IF-Mikroskopie von By -Tubulin exemplarisch in 4 clearCa-Linien
A. clearCa-15 (Paclitaxel-resistent, Pgp-Expression niedrig), B. clearCa-12 (Paclitaxel-

resistent, P-gp Expression hoch), C. clearCa-6 (Paclitaxel sensitiv, P-gp Expression
niedrig), D. clearCa-21s,s (Paclitaxel sensitiv, P-gp Expression mittelhoch). Hohe
Expression von By-Tubulin im clearCa-15, ahnlich der Western blot-Untersuchung.

Abbildung 37:

¥-Tubulin exemplarisch in 3 clearCa-
Linien

A. clearCa-6 (Paclitaxel-sensitiv), B.
clearCa-12  (Paclitaxel-resistent), C.
clearCa-15 (Paclitaxel-resistent). In allen
Linien Nachweis von Y-Tubulin als

fleckformige,  zytoplasmatische  und
nukledre Anreicherungen.
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5 Diskussion

5.1 Bedeutung von P-gp, LRP und MRP bei intrinsischer Resistenz

Das Nierenzellkarzinom gilt als einer der Chemotherapie-resistentesten Tumoren
(Yagoda et al. 1995, Chapman et Goldstein 1995). Auf das Zytostatikum Paclitaxel
zeigten humane Nierenkarzinomzellinien unterschiedlicher histologischer Typen ein
heterogenes Ansprechen mit ICso-Werten von 0,03 bis 387,5 uM (Reinecke et al.
1997). Eine Reihe verschiedene Resistenzmechanismen kommen fir diese
Sensitivitatsunterschiede in Frage, moglicherweise mit unterschiedlicher Gewichtung

in verschiedenen Tumorlinien (Volm et al. 1992).

Bedeutung von P-Gylcoprotein

Fir P-gp konnte in den 16 Linien eine signifikante Korrelation (r = 0,57, p = 0,021) zu
den ICso-Werten fur Paclitaxel auf Proteinebene gefunden werden (s. Abbildung 5).
Unterstutzt wurde diese Beobachtung durch den Rh-123 Efflux. Dieser spiegelt
spezifisch die funktionelle Aktivitat von P-gp wieder und weist hier eine signifikante
Korrelation (r = 0,53, p = 0,03) zur P-gp-Expression auf (s. Abbildung 5). Verapamil
und Cremophor® El als ,klassische P-gp-Inhibitoren ermédglichten eine Reduktion
der Efflux-Effizienz in 6 Linien um durchschittlich 50% (s. Abbildung 8). Auch konnte
eine Erhdhung der Zellmortalitdt nach Paclitaxelexposition in Kombination mit den
Inhibitoren in vitro nachgewiesen werden (Mickisch et al. 1991).

Durch Kreuzresistenzanalysen sollte exemplarisch an zwei Linien Uberpruft werden,
fur welche Zytostatika und in welchem Ausmal} ein MDR-Phanotyp vorliegt. Dazu
wurden die Linie clearCa-6 und clearCa-12 gewahlt. ClearCa-6 stellte den Prototyp
einer Paclitaxel-sensitiven Linie mit niedriger P-gp-Expression und -Funktion da.
ClearCa-12 reprasentierte ein Paclitaxel-resistente Nierenkarzinomzellinie mit hoher
P-gp-Expression und -Funktion (vgl. Tabelle 7). Die Zytostatika Paclitaxel, Vincristin
(Anti-Mikrotubuli-Gruppe), Etoposid und Topotecan (DNA-Topoisomerase-II-
Hemmer) als Substrate von P-gp, sowie das nicht mit P-gp-assozierte
Chemotherapeutikum Bleomycin (DNA-Interkalation) wurden Uberprift. Die
ausgewahlten Dosierungen der Zytostatika lagen im Bereich klinisch relevanter
Spitzen-Plasmaspiegel. Fur Paclitaxel liegt dieser bei 2 bis 10 uM, fur Bleomycin bei
0,15 ug/ml, fur Topotecan bei 0,012 uM, fur Vincristin im Bereich um 0,35 ug/ml, und
fur Etoposid bei etwa 1,4 bis 4,5 pg/mi
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(Brought et al. 1977, Haas et al. 1994, Nannan et al. 1999, Krishna et al. 2001,
Sprinz et al. 2001). Die relative Resistenz (rr) zeigte eine Resistenz von clearCa-12
im Vergleich zu clearCa-6 fur Paclitaxel (rr: 638,4), Vincristin (rr: 5,4) und Etoposid
(rr: 2,5). Fur das Zytostatikum Topotecan sowie fir Bleomycin lag keine
Kreuzresistenz vor (rr: 0,13 bzw. rr:0,32) (s. Abbildung 9). Somit bestand fir die Linie
clearCa-12 Kreuzresistenz fur die klassischen Zytostatika mit Affinitat zu P-gp. Die
erhohte P-gp-Expression und -Funktion fihrte somit zu einem MDR-Phanotyp. Fur
das Zytostatikum Topotecan als Substrat von P-gp lag keine Kreuzresistenz vor,
was z.B. durch einen alternativen Resistenzmechanismus zu erklaren ist. Fur
Bleomycin spielt der MDR-Phanotyp keine Rolle. Da hier die Linie clearCa-6
wesentlich resistenter war, besteht die Kreuzresistenz mdglicherweise bevorzugt fur
Zytostatika, die Substrate von P-gp sind.

Die Einzelergebnisse zusammen genommen zeigen, dass der Expression von P-gp
fur das Ansprechen auf Paclitaxel im Nierenzellkarzinom in vitro eine bedeutende
Rolle zukommt. Das Zytostatikum Paclitaxel ist als Substrat fur P-gp bekannt. P-gp
wiederum gilt als der am besten charakterisierte Resistenzmechanismus flr
Paclitaxel und Hauptverursacher des MDR-Phanotyps (Sikic et al. 1997, Dumontet u.
Sikic 1999). Das Nierenzellkarzinom ist reich an P-gp und der Gehalt korreliert in
verschiedenen Untersuchungen mit der Resistenz gegenuber einer Reihe von MDR-
Zytostatika, wie z.B. Vincristin, Vinblastin, Doxorubicin, Epirubicin oder Etoposid
(Kakehi et al. 1988, Goldstein et al. 1989, Kanamaru et al. 1988, Mickisch et al.
1990, Goldstein und Chapman 1995, Gamelin et al. 1999). Allerdings scheint P-gp
nicht der einzige Mediator des MDR-Phanotyps zu sein, da im Nierenzellkarzinom
eine Reihe weiterer Resistenzgene exprimiert werden (Volm et al. 1992, Kim et al.
1996). Im Einzelnen werden u.a. MRP, cMOAT, Glutathion-S-Transferase, DNA-
Topoisomerase-ll und LRP fur den MDR-Phanotyp im Nierenzellkarzinom
verantwortlich gemacht, allerdings ohne konkreten Bezug zu Paclitaxel (Volm et al.
1992, Kim et al. 1996, Naito et al. 1999). In den durchgefihrten Untersuchungen fur
P-gp zeigten sich zwei Linien (clearCa-15 und chrompho-B), die trotz hoher
Paclitaxel-Resistenz (ICso: 130,12 yM bzw. 387,5 upM) eine niedrige P-gp-

Proteinexpression und Rh-123-Efflux-Effizienz aufwiesen.
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Bedeutung von MRP

Um die Bedeutung er angesprochenen alternativen Resistenzmechanismen fir die
Paclitaxel-Sensitivitat des Nierenzellkarzinoms zu kléren, wurden die Proteine MRP
und LRP analysiert. Ahnlich wie P-gp ist MRP ein Mitglied der ATP-binding cassette
Transporterfamilie und reduziert als membrangebunde Effluxpumpe die
Xenobiotikakonzentration in der Zelle. Substratspezifitat und Beeinflussung durch
Inhibitoren varieren zwischen P-gp und MRP. So spielt MRP eine entscheidene Rolle
im Transport von organischen Anionen, Leukotrienen und Gluthationkonjugaten.

Der Transport der Zytostatika Doxorubicin, Epirubicin und Vincristin ist fur MRP
dokumentiert (Grant et al. 1994). Im humanen Nierengewebe ist der Gehalt an MRP
hoch. Auch im Tumoren der Niere wird MRP teilweise hoher als im
Ursprungsgewebe exprimiert (Kim et al. 1996). MRP kann bei Uberexpression
Resistenzen gegen verschiedene Zytostatika vermitteln und einen MDR-Phanotyp
hervorrufen (Hipfner et al. 1999, Naito et al. 1999). Trotzdem ist seine Bedeutung fur
das Nierenzellkarzinom umstritten und fur die Paclitaxel-Resistenz konnte bisher
keine Korrelation zur Hohe der MRP-Expression gezeigt werden. (Grant et al. 1994).
In den durchgeflihrten Untersuchungen zeigte sich insgesamt ein niedriger Gehalt in
allen Tumorzellinien mit Werten von 2,0% bis 11,5% ohne Korrelation zum
Ansprechen auf Paclitaxel (s. Tabelle 7). Der Calcein-Efflux wurde zur Bestimmung
der funktionellen MRP-Aktivitat herangezogen und es wurde versucht, den Calcein-
Efflux durch Probenecid, einen spezifischern MRP-Inhibitor, zu blockieren (lkeda et
al. 1999). Die Calcein-Efflux-Effizienz zeigte sich im Gegensatz zur niedrigen MRP-
Expression mit Werten bis max. 87% (s. Tabelle 7). Geht man davon aus, dass
Calcein spezifisch durch MRP transportiert wird (Feller et al. 1995, lkeda et al.
1999), koénnten diese Ergebnisse darauf hinweisen, dass in einigen
Nierenzellkarzinomen eine hohe Aktivitat von MRP bei niedriger Proteinexpression
vorliegt. Zu berlcksichtigen ist hierbei jedoch auch die eingesetzte Calcein-
Konzentration, die relativ hoch ist. So wurden in den Versuchen 50 uM Calcein
bendtigt, um einen aussagekfaftigen Influx in die Zellen zu erzielen. Bei anderen
Tumoren, wie z. B. kleinzelligen Bronchialkarzinomen, Plattenepithelkarzinomen oder
T-Zell-Leukamien wurden unter Verwendung der Acetoxymethylesterform (Calcein-
AM) Konzentrationen von 0,25 uM bis 0,5 uM benutzt (Feller et al. 1995, |keda et al.
1999, Gamelin et al. 1999). Calcein-AM diffundiert als unpolare Substantz besser in
die Zellen, wird aber sowohl von P-gp und MRP1 transportiert. Die Calcein-Form
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entsteht nach Spaltung durch unspezifische Esterasen der Zelle. Nur diese Form ist
als polare Substanz ausschlief3lich Substrat von MRP1 (Essodaigui et al. 1998). Die
100-fach erhohte Calcein-Konzentration in unseren Versuchen kann Zellkultur
spezifisch sein oder an der anderen chemischen Form des Calceins liegen. Mit
Probenecid lasst sich der Calcein-Efflux durch MRP-Blockade inhibieren (lkeda et al.
1999). In den vorliegenden Untersuchungen lie® sich eine Blockierung des Calcein-
Effluxes durch Probenecid in Konzentrationen von 5 mM bis 10 mM jedoch nicht
nachweisen (s. Abbildung 8). Eine Erklarung kénnte die zu niedrige Probenecid
Konzentration von 10 mM sein, da ja auch die Calcein-Konzentration 100-fach Uber
der anderer Versuchsreihen lag (Feller et al. 1995). Da die Losung von Calcein in 1
M NaOH bei héheren Konzentrationen als 10 mM Calcein aufgrund des des dann zu
hohen NaOH-Gehaltes toxisch auf die Zellen wirkte, konnten jedoch hohere Dosen
von Probenecid nicht getestet werden. Eine andere Erklarung ware, dass Calcein
entweder passiv oder durch andere Anionen-Transporter aus der Zelle gelangt
(Pritchard et Miller 1993). In einer Studie mit 5 Nierenkarzinomzellinien bestand
keine Korrelation zwischen dem Calcein-Efflux und der MRP-Expression (Gamlin et
al. 1999). Auch in einer Untersuchung an 60 unselektierten Tumorzellinien zeigte
sich keine Beziehunge zwischen der MRP-Expression und dem Calcein-Efflux, wohl
aber bei ausgewahlten hoch-resistenten Zellinien mit MRP-Uberexpression (Alvarez
et al. 1994).

Insofern scheinen unter bestimmten Voraussetzungen MRP-Expression und Calcein-
Efflux zusammenzuhangen und eine Zytostatika-Resistenz zu bedingen.
Abschliefend konnte also die Bedeutung von MRP im Nierenzellkarzinom flr die
Paclitaxel-Resistenz nicht befriedigend geklart werden, obwohl Hinweise fir eine
Beteiligung, insbesondere durch den relativ hohen Calcein-Efflux, vorhanden sind.
Die hohe Paclitaxel-Resistenz der beiden Linien clearCa-15 und chrompho-B ist also
nicht mit einer Uberexpression von MRP oder erhéhtem Calcein-Efflux zu
begrinden, da beide Parameter in den Linien im Durchschnitt liegen (MRP: 5,7%
bzw. 4,0%; Calcein: 36,3% bzw. 16,9%).
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Bedeutung von LRP

Deshalb wurde erganzend die Expression von LRP untersucht, einem Protein,
welches in der Lage ist, einen MDR-Phanotyp in verschiedenen Tumorzellinien mit
intrinsischer Resistenz zu vermitteln (Laurencot et al. 1997). LRP zeigte sich auf
MRNA-Ebene in allen Linien mit etwa gleicher Intensitat (s. Abbildung 4). Die
Expressionshohe auf Proteinebene war mit 10,0% bis 48,0% ahnlich hoch wie P-gp
und deutlich hdher als MRP (s. Tabelle 7). Eine signifikante Korrelation des LRP-
Gehaltes mit den ICso-Werten flr Paclitaxel ergab sich fur die 16 untersuchten Linien
(r=0,51 und p = 0,044) (s. Abbildung 6). Eine starke Beziehung zwischen der P-gp -
und LRP-Expression konnte in den 16 Linien nachgewiesen werden (r = 0,82 und p <
0,01) (s. Abbildung 6).

Einfache Funktionsuntersuchungen analog zum Farbstoff-Efflux der Membran-
pumpen existieren fir LRP aufgrund seines noch weitgehend ungeklarten
Wirkungsmechanismus nicht. Das 110 kD-Protein LRP entspricht dem Human Major
Vault Protein (MVP). Vaults sind grole, ovale, zytoplasmatische Ribonucleo-
proteinpartikel die zwischen den Arten hochkonserviert sind. Bei Saugetieren
bestehen sie aus drei Proteinen, dem 110 kD LRP/MVP und den beiden minor vault
Proteinen p240 und p193, sowie einer untranslatierten 88-141 bp langen VRNA. Das
LRP/MVP-Protein macht mit ca. 70% der Masse den Hauptteil aus. Der grofdte Anteil
der Vaults sind im Zytoplasma der Zellen lokalisiert, kleinere Anteile allerdings auch
in der Nahe der Kernmembran bzw. Kernmembrankomplex (Tan et al. 2000). Vaults
vermitteln als Ribonucleoproteinpartikel einen nucleo-zytoplasmatischen Transport
von Xenobiotika (Scheffer et al. 2000). Komplexere indirekte Funktionsstudien
beruhen auf der Messung des Doxorubicin-Gehaltes getrennt nach Zellkernen und
Zytoplasma (Kitazone et al. 1999). Auch kann kein direkter Nachweis einer
Resistenzvermittlung durch erhohte LRP-Expression durch einfache Transfektion in
Tumorzellinien ahnlich wie bei P-gp oder MRP geliefert werden, da LRP nur ein
Bestandteil des aus mehrere Partikel zusammengesetzten, Resistenz-vermittelnden
Vaults ist (Scheffer et al. 2000).

Far das Nierenzellkarzinom fehlten bis dato systematische Studien zur Bedeutung
von LRP fur die Sensitivitat gegentuber Chemotherapeutika wie z. B. Paclitaxel. Eine
Studie zur Expression von LRP schloss eine Nierenkarzinomzellinie mit ein und fand
eine hohe LRP-Expression auf mRNA-Ebene (Laurencot et al. 1997). Normale Niere

besitzt als Exkretionsgewebe einen hohen Gehalt an LRP und P-gp. (Sugawara et al.
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1997). Insofern ware der mit P-gp vergleichbare Gehalt in den untersuchten
Nierentumorzellinien zu erklaren. Als relativ gut im Zusammenhang mit der LRP-
Expression  untersuchte @ Tumortypen gelten das maligne Melanom,
Bronchialkarzinome, Kolonkarzinome sowie die akute myeloische Leukamie (AML).
In letzterer korrelierte der LRP-Gehalt mit der Chemotherapie-Resistenz oder einer
schlechten Prognose (Scheffer et al. 2000). Auch die Beziehung der Paclitaxel-
Resistenz zum LRP-Gehalt ist unklar, da systematische Studien mit mehreren
Zellinien fir diese Fragestellung fehlen. In einer Kolonkarzinomzellinie ging eine
erhohte LRP-Expression u.a. mit erhdhter Paclitaxel-Resistenz einher (Kitazone et al.
1999). Weitere Zytostatika mit Beziehung zu LRP sind insbesondere die
Anthracycline Doxorubicin und Mitoxantron, mdglicherweise auch Vincristin und
Gramicidin D (List 1997, Dalton et Scheper 1999, Kitazone et al.1999). Die hier
gezeigte starke Koexpression von P-gp und LRP in den 16 Nierenkarzinomzellinien
(s. Abbildung 6) zeigte sich auch in manchen AML-Zellen (6%-24% Anteil) und
korrelierte in diesen mit besonders schlechtem Ansprechen auf Chemotherapie (Borg
et al. 1998).

Moglicherweise konnte die hier in den Nierenkarzinomzellinien vorhandene
Koexpression von P-gp und LRP eine zusatzliche Ursache der Zytostatikaresistenz
sein und den MDR-Phanotyp mit bedingen. Vom Wirkungsmechanismus und
Expressionsmuster her ware denkbar, dass sich die Proteine LRP und P-gp beim
Transport der Zytostatika erganzen. So transportiert LRP Xenobiotika nucleo-
zytoplasmatisch, P-gp diese dann vom Zytoplasma aus der Zelle (Scheffer et al.
2000, vgl. Abbildung 1).

Zusammengefasst konnte hier erstmalig bei eine grofleren Anzahl humaner
Nierenkarzinomzellinien  gezeigt werden, dass eine hohe LRP-Expression auf
MRNA- und Proteinebene besteht. Diese konnte in einer Beziehung zur Paclitaxel-
Resistenz gebracht werden (s. Abbildung 6). Die funktionelle Aktivitat von LRP
konnte nicht bestimmt werden. Ebenso wenig war in diesem Zusammenhang eine
Uberwindung mit LRP-Inhibitoren durchfihrbar, so dass der kausale Zusammenhang
zwischen LRP, Paclitaxel-Sensitivitat und MDR-Phanotyp offen bleiben muf. Die
Paclitaxel-Resistenz in den beiden Linien clearCa-15 und chrompho-B konnte nicht
durch besonders hohe Expression von LRP begrindet werden, da in beiden Linien
nur ein mittlerer LRP-Gehalt bestand (19,7% bzw. 17,0%).
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Expression und Funktion von P-gp, MRP und LRP nach Paclitaxel-Exposition
Der MDR-Promotor des P-gp-Gens gilt als gut charakterisiert und enthalt Regionen,
die durch Hitzeschock-Proteine oder verschiedene Transkriptionsfaktoren, wie z.B.
SP1, aktiviert werden kénnen (Chin et al. 1990, Cornwell u. Smith 1993). Auch
diverse Zytostatika mit Affinitat zu P-gp sind in der Lage, die Expression von P-gp
durch Aktivierung des MDR-Promotors auf mRNA-Ebene zu erhdhen. Die
Chemotherapeutika Vincristin, Adriamycin, Colchicin, Daunorubicin und Etoposid
fuhren nach 24 h-Exposition in der Zellkultur zur direkten Aktivierung des MDR1
Gens auf Promotor-Ebene (Kohon et al. 1989). In Kolonkarzinomzellinien flhrte eine
24 h-Inkubation mit Vincristin zu einer erhohten Aktivitat des MDR-Promotors (Stein
et al. 1996). Auch das humane Nierenzellkarzinom reagiert in vitro auf unspezifische
Reize wie z.B. Hitzeschock oder Arsenit mit Erhéhung von P-gp auf mRNA- und
Protein-Ebene (Chin et al. 1993).

Eine Anderung der Expression von P-gp, aber auch von MRP oder LRP nach
Paclitaxel-Exposition  in  humanen Nierenzellkarzinomen  oder anderen
Tumorentitaten ist bis jetzt nicht beschrieben. Es ware jedoch denkbar, dass auch
eine Paclitaxel-Exposition in bestimmten Zellinien zu einer Hoch- oder
Herunterregulation von P-gp, LRP oder MRP fuhren und so das unterschiedliche
Ansprechen dieser Linien begrinden konnte.

Die hohe Paclitaxel-Resistenz in den Linien clearCa-15 und chrompho-B mit
niedriger basaler Expression von P-gp, LRP und MRP konnte jedoch nicht durch eine
Hochregulation dieser Gene nach Kurzzeit-Paclitaxel-Exposition erklart werden.
Auch zeigten sich nach der Inkubation mit verschiedenen Paclitaxel-Konzentrationen
in 13 Nierenkarzinomzellinien keine signifikanten Anderungen der Expression von P-
gp, LRP oder MRP (s. Tabelle 8 bis 10). Da der Proteingehalt von P-gp und MRP
nicht unbedingt mit der funktionellen Aktivitat der Membranpumpen einhergehen
muss, wurden zusatzlich Funktionsstudien mittels des Rh-123- bzw. des Calcein-
Efflux nach Paclitaxel-Inkubation durchgefuhrt. Denkbar ware ein gesteigerter Efflux
im Sinne einer gesteigerten Pumpleistung ohne direkte Erhéhung der
Proteinkonzentration. In keiner der untersuchten Zellinie lielen sich jedoch
funktionelle Anderungen nach Paclitaxel-Exposition im Vergleich zu unbehandelten
Kontrollen erzielen. Somit blieb die Paclitaxel-Kurzzeitexposition ohne Einfluss auf
die Membranpumpenaktivitat (vgl. Tabellen 8 bis 10). Zusammengefasst lasst sich in

den hier untersuchten humanen Nierenkarzinom-zellinien keine Beeinflussung der
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P-gp-, MRP- oder LRP-Expression auf Protein- oder Funktionsebene durch
Paclitaxel Kurzzeitexposition erkennen. Im Vergleich mit einigen anderen Studien,
die haufig die mRNA- oder Promotorebene wahlen (Kohon et al. 1989, Stein et al.
1996), wurde hier auf Proteinebene untersucht. Erhdhte mRNA-Expression resultiert
nicht immer in einem erhdéhten Proteingehalt, der aber letztlich ausschlaggebend flr
die Vermittlung der Resistenz scheint. Eine hier nicht untersuchte Hochregulation der
mRNA oder gesteigerte Promotoraktivitdt  durch Paclitaxel-Exposition in den
untersuchten Nierenzellkarzinome kann also nicht ausgeschlossen werden. Viele der
Studien zur P-gp-Regulation wurden an nicht-humanen Zellinien, wie den haufig
untersuchten COS-Zellen (Affennierenzellen) durchgefuhrt (Kohon et al 1989, Licht
et al. 1991). Die Ubertragbarkeit solcher Ergebnisse auf humane Tumorzellinien

erscheint fraglich.

5.2 Bedeutung der Tubuline und ihrer Isotypen fiir die intrinsische
Resistenz

Das Ansprechen auf Paclitaxel wird in einer Reihe von Studien mit dem MDR-
Phanotyp und der Expression von P-gp begrindet. Gleichzeitig liegt meistens eine
Kreuzresistenz zu einer Reihe weiterer Zytostatika, die Substrate von P-gp sind, vor
(s. Kapitel 5.1.). Paclitaxel greift bevorzugt an der B-Tubulin-Untereinheit des
polymerisierten Tubulin an und verhindert dadurch die Dynamik der Mikrotubuli
(,dynamische Instabilitat”, ,,treadmilling®). Wichtige Prozesse in der Zelle wie Mitose,
intrazellularer Transport, Zytoskelettkonstitution und Zellform werden so beieinflusst
(Hortwitz et al. 1993, Blagosklonny et Fojo 1999, Dumontet et Sikic 1999). Durch
Veranderungen dieses Angriffspunktes kann das Ansprechen gegenuber Paclitaxel
in vitro vermindert oder erhoht werden, ohne einen MDR-Phanotyp mit erhohter P-gp
zu bendtigen (Dumontet et Sikic 1999, Nicoletti et al. 2001, Burkhart et al. 2001).

In Verbindung mit der Paclitaxel-Resistenz sind Veranderungen des o- und (-
Tubulin-Gehalts (Schibler et Cabral 1986, Han et al. 2000), eine unterschiedliche -
Tubulin-Isotypen-Expression (Burkhart et al. 2001) sowie Mutationen von 3-Tubulin
(Giannakakou et al. 1997, Monzd et al. 1999) beschrieben. Die meisten Studien
benutzen den durch ,single-step” Selektion erzeugten Mechanismus der erworbenen
Resistenz als Versuchsgrundlage. Nur wenige Arbeiten untersuchen die intrinsische
Paclitaxel-Resistenz im Zusammenhang mit der Tubulin-Expression. In den

vorliegenden Untersuchungen wurde an 9 Nierenkarzinomzellinien unterschiedlicher
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Paclitaxel-Sensitivitat und Histologie die Expression von a- und B-Tubulin sowie der
B-Tubulin-lsotypen By., Pu- und Ba- und B - Expression auf mRNA- und
Proteinebene untersucht (s. Abbildungen 16 bis 26). Der a-Tubulin-Gehalt zeigte sich
in allen untersuchten Linien etwa gleich stark (s. Abbildung 21). Die Expression von
B-Tubulin auf Proteinebene schien tendenziell in resistenteren Linien zuzunehmen,
wobei die Linie clearCa-15 reproduzierbar den hochsten Gehalt aufwies (s.
Abbildung 22).

Die B-Tubulin-Isotypen II, IVa und IVb lieRen sich in allen Linien auf mRNA-Ebene
mittels RT-PCR nachweisen (s. Abbildungen 16, 18, 19). Die Detektion gelang mit
deutlichem, in allen Linien etwa gleich starkem Signal. Der Nachweis auf
Proteinebene durch Western Blot gelang ebenfalls fur alle Linien. Der B,-Tubulin-
Isotyp zeigte sich zumeist mit deutlichem Signal ohne Beziehung zur Paclitaxel-
Sensitivitat oder Histologie (s. Abbildung 16). Auch By -Tubulin konnte in allen Linien
detektiert werden. Der Nachweis ergab allerdings nur schwachere Signale, ohne
deutliche Abweichungen zwischen den Linien (s. Abbildung 26).

Der Bu-Tubulin-lsotyp-Nachweis gelang auf mRNA-Ebene fur 5 von 8 Linien mit
schwachem Signal. Das starkste Signal zeigte sich reproduzierbar in der Linie
clearCa-15, welche eine hohe Paclitaxel-Resistenz bei niedriger P-gp-Expression
und Funktion aufweist (s. Abbildung 25). Auf Proteinebene konnte der By-Tubulin-
Isotyp nur in 3 bis 4 von 9 Linien reproduzierbar nachgewiesen werden. Das mit
Abstand deutlichste Signal zeigte sich auch hier in der Linie clearCa-15. Im
morphologischen Vergleich durch IF-Mikroskopie wies auch hier die Linie clearCa-15
im Vergleich zu drei anderen clearCa-Linien die starkste Floureszenz auf (s.
Abbildung 37). Zusammengefasst zeigte sich in den 9 untersuchten Linien ein leicht
erhohter B-Tubulin-Gehalt in den Paclitaxel-resistenteren Zellinien, sowie eine
deutliche Uberexpression von By-Tubulin und ein leicht erhéhter B-Tubulin-Gehalt in
der Linie clearCa-15.

Im Zusammenhang mit der (MDR-Phanotyp-unabhangigen) Paclitaxel-Resistenz
untersuchen die meisten Studien Anderungen in der B-Tubulin-Isotypen-Konstellation
(Burkhart et al. 2001). Humanes B-Tubulin besteht aus 6 verschiedenen Isotypen, die
eine starke Homologie aufweisen und konstitutiv oder gewebs-spezifisch exprimiert
werden. Die Einteilung erfolgt nach den letzten 15 Aminosauren, an denen die

deutlichsten Abweichungen zu verzeichnen sind (Sullivan et Cleveland 1986).
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Die verschiedenen B-Tubulin-Isotypen sind funktionell gleichwertig, kdnnen aber in
bestimmten Fallen eine unterschiedliche Expression und Reaktion mit zellularen
Proteinen wie MAPs (Mikrotubuli assoziierte Proteine) oder unterschiedliches
Polymerisationsverhalten  zeigen (Derry et al. 1997, Dumontet et Sikic 1999,
Burkhart et al. 2001). In der Literatur finden sich Studien zur B-Tubulin-Isotypen-
Expression und Paclitaxel-Sensitivitat insbesondere an humanen Zellinien von
Ovarialkarzinomen (Kavallaris et al. 1997, Nicoletti et al. 2001), Prostatakarzinomen
(Ranganathan et al. 1996, 1998), kleinzelligen Bronchialkarzinomen (Kavallaris et al.
1997), Sarkomen (Dumontet et al. 1996) sowie Leukamien (Jaffrezou et al. 1995).
Dabei zeigen sich zum Teil widerspruchliche Ergebnisse. In mehreren Studien war
eine erhohter By-Tubulin-Gehalt, oft in Kombination mit einer Bya —Tubulin-
Uberexpression, mit einer in vitro erhéhten (erworbenen) Paclitaxel-Resistenz
verknlpft (Kavallaris et al. 1997, Ranaganathan et al. 1996, 1998, Nicoletti et al.
2001). Allerdings liegen auch Studien mit reduziertem By- und Bjva -Tubulin -Gehalt in
Paclitaxel-resistenten Subklonen vor (Dumontet et al. 1996).

Weitere Arbeiten berichten im Zusammenhang mit einer Paclitaxel-Resistenz von
einer erhohten fBy-Tubulin-Expression, allerdings in murinen Zellinien (Haber et al.
1995). Auch ein erhohter a- und B-Tubulin-Gehalt ist in einzelnen Fallen mit
vermindertem Ansprechen auf Paclitaxel assoziiert (Han et al. 2000).

In den hier durchgefiuihrten Untersuchungen ist in der Linie clearCa-15 die hohe
Paclitaxel-Resistenz (ICsp: 130,12 uM) mit einer Uberexpression von By-Tubulin
assoziiert (vgl. Abbildung 4.3.3-2). Eine erhohter Byas- bzw. By- Gehalt fand sich
nicht, allerdings eine leicht erhdhte B-Tubulin-Menge (vgl. Abbildungen 24 bis 26).
Die Zellinie chrompho-B zeigte keine deutlichen Tubulin-Uberexpressionen. Die hohe
Paclitaxel-Resistenz (ICso: 387,5 uM) liel3 sich hier durch eine Tubulinanalyse nicht
erklaren. Insgesamt scheint der vermehrten Expression des By -Tubulin-Isotyps eine
entscheidende Rolle in der Paclitaxel-Resistenz zuzukommen (Burkhart et al. 2001).
Dies wird durch zwei weitere Beobachtungen gestutzt. Zum einen fuhrt die
Ausschaltung der By-Tubulin-lsotypen-Expression durch ,antisense“Qligonucleotide
zu einer erhohten Paclitaxel-Sensitivitat in kleinzelligen Bronchialkarzinomen in vitro
(Kavallaris et al. 1999), zum anderen reagieren reine afy-Tubuline (sowie reine
aBiva-Tubuline) in vitro wesentlich weniger sensitiv auf Paclitaxel als unfraktioniertes
Tubulin (Derry et al. 1997).
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Untersuchungen  zur  Expression der (B-Tubulin-Isotypen in  humanen
Nierenzellkarzinomen mit intrinsischer Resistenz fehlten bis dato. Erstmals konnte
die Expression der Bjy- , Biwa- und Bp-Isotypen in mehreren unselektierten
Nierenzellkarzinomen auf mRNA- und Proteinebene in vitro gezeigt werden. Den
kausalen Zusammenhang zwischen der By-Tubulin-Isotypen-Expression und
Paclitaxel-Resistenz in der Zellinie clearCa-15 musste durch eine Transfektion in
andere sensible Nierenzellkarzinome mit damit verbundener Erhohung der Resistenz
oder die Verwendung von ,antisense“Oligonucleotiden und damit verbundener
Reduktion der Paclitaxel-Resistenz untermauert werden (Kavallaris et al. 1999). Der
Mechanismus der B-Tubulin-Isotypen-vermittelten Paclitaxel-Resistenz erscheint
insgesamt als komplex und durch verschiedene Faktoren beeinflussbar.
Transfektionsexperimente mit B-Tubulin-lsotypen flUhren nicht zwangslaufig zur
Uberexpression, da die zelluldre Tubulinsynthese einer Autoregulation unterliegt.
Auch die posttranskriptionelle Modifikation und unterschiedliche Interaktionen mit
MAPs sind in die Uberlegungen mit einzubeziehen. Weiterhin kénnen Mutationen der
B-Tubulin-Isotypen mit einer Paclitaxel-Resistenz assoziiert sein (Giannakakou et al.
1997, Monzo et al. 1999). Moéglicherweise bedingen einige dieser Mechanismen die

hohe Paclitaxel-Resistenz in der Zellinie chrompho-B.

5.3 Resistenzmechanismen bei erworbener Paclitaxel-Resistenz

Als erworbene MDR versteht man die Kreuzresistenz zwischen Zytostatika aus
verschiedenen Gruppen, die sich erst nach Kontakt mit diesen bei initialem
Ansprechen einstellt. In vitro kann eine erworbene Resistenz durch eine Inkubation
mit einer schrittweise erhohte Zytostatika-Konzentration (,single-step®) in der
Langzeitkultur akquiriert werden. Klinisch kann ein MDR-Phanotyp durch ein Rezidiv
nach einer initial erfolgreichen Chemotherapie auffallen (Goldstein et al. 1989, 1995,
Naito et al. 1999). Eine Reihe Studien erzeugten durch ,single-step” -Inkubation
humaner Tumorzellinien mit Zytostatika mit P-gp-Affinitat kreuzresistente Subklone
und untersuchten die Expression und Funktion von P-gp, MRP, LRP, GSH-,
Topoisomerase-ll, [(B-Tubulin-Isotypen sowie Mutationen im Vergleich zur
Ausgangslinie (Licht et al. 1991, Dumontet et al. 1996, Kavallaris et al. 1997, Suto et
al. 1998, Ranaganathan et al. 1998, Chen et al. 1999, Yu et al. 1998, 2000). Auch

fur die erworbene Resistenz scheint bei Verwendung der meisten Zytostatika mit
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Affinitat zu P-gp die Uberexpression von P-gp der dominierende Mechanismus zu
sein (Goldstein et al. 1989, 1995, Sikic et al. 1997, Dumontet et Sikic 1999). Bei der
Verwendung bestimmter Chemotherapeutika wie z.B. Doxorubicin kann ein nicht-P-
gp-vermittelter MDR-Phanotyp entstehen, der durch MRP oder LRP verursacht wird
(Cole et al. 1992, Scheffer et al. 1993).

In den hier durchgefuhrten Untersuchungen zur erworbenen Paclitaxel-Resistenz
wurde durch ,single-step“Inkubation mit Paclitaxel in der Langzeitkultur aus der
sensiblen Linie clearCa-21sen (ICs0: 0,38 uM) die resistente Zellinie clearCa-21s
(ICs0 > 1000 pM) selektiert. Kreuzresistenz sowie die Expression von P-gp, LRP,
MRP, der Tubuline und ihrer Isotypen wurden vergleichend analysiert (s.
Abbildungen 10 ff.).

Die Paclitaxel-resistente Linie clearCa-21s., Wies eine Kreuzresistenz gegenuber den
Zytostatika mit P-gp-Assoziation auf, namlich Paclitaxel (relative Resistenz [rr] >
3448,3), Vincristin (rr = 141,6), Etoposid (rr = 63,9) und Topotecan (rr = 18,3). Auf
Bleomycin, welches kein Substrat von P-gp ist, zeigte sich ein gleiches Ansprechen
zwischen clearCa-21sens und ClearCa-21,s (rr = 0,98) (s. Abbildung 10).

Die Expression von P-gp zeigte sich auf mRNA-Ebene in der Paclitaxel-resistenten
Zellinie allenfalls leicht erhoht. Auf Proteinebene fand sich eine gleich hohe
Expression von P-gp (s. Abbildungen 10 und 12).

Der deutlichste Unterschied zeigte sich beim Rh-123-Efflux, der in clearCa-21,,s um
den Faktor 7,2 gesteigert war und mit fast 100%-iger Effizienz ablief (s. Abbildung
14). Die Paclitaxel-Selektion fuhrte somit zu einer deutlich gesteigerten funktionellen
Aktivitat von P-gp ohne die Proteinexpression zu verandern.

Die mRNA- und Proteinexpression von MRP und LRP erwies sich in Vergleich beider
Linien ebenfalls als unverandert. Der Calcein-Efflux war in der Paclitaxel-resistenten
Linie leicht um den Faktor 1,1 gesteigert (s. Abbildungen 13 und 14). Eine
Reduzierung des Rh-123-Effluxes mit Verapamil und Cremophor® EL konnte in der
sensitiven Zellinie clearCa-21sens um 37% bzw. 29% erreicht werden. Im Gegensatz
dazu entzog sich die Zellinie clearCa-21s,, einer nennenswerten Modulation. (s.
Abbildung 15).

Bei den Untersuchungen der Tubulin-Expression auf Proteinebene wurden die
Zellinie clearCa-21s.ns vor und nach 120 h-Paclitaxelexposition sowie die resistente

Linie clearCa-21,s miteinander verglichen. Zusatzlich wurde die mRNA der
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B-Tubulin-Isotypen mittels RT-PCR in beiden Linien miteinander verglichen (s.
Abbildungen 28 ff.). Die mRNA-Studien der B-Tubulin-Isotypen zeigten keine
unterschiedliche Expression. Der Proteingehalt an a- und B-Tubulin sowie der
Isotypen By, Bm erwies sich in der Linie clearCa-21s.ns und in der Paclitaxel-
resistenten Linie clearCa-21s.s als fast identisch. Fur By-Tubulin zeigte sich auf
Proteinebene reproduzierbar ein leicht erhohter Gehalt im Vergleich zur Paclitaxel-
sensitiven Linie (s. Abbildung 33).

In der Immunfluoreszenzmikroskopie zeigte sich das Tubulin-Netzwerk in der Linie
clearCa-21sns fein verzweigt. Nach 120 h-Paclitaxel-Inkubation formten sich
deutliche Mikrotubui-Bundel mit Veranderung der Zellform, die fur Paclitaxel typisch
sind (Rowinskiy et al. 1988, Reinecke et al. 1997). In der resistenten Linie clearCa-
21,5 fuhrte die Paclitaxel-Inkubation im Gegensatz dazu zu keiner Veranderung der
Mikrotubuli oder Zellform im Vergleich zur Mutterlinie (s. Abbildung 34 und 35).
Zusammengefasst lasst sich die gesteigerte Paclitaxel-Resistenz und Kreuzresistenz
in der Zellinie clearCa-21,s am besten durch einen P-gp vermittelten MDR-
Phanotyp erklaren. Durch die Selektion wurde die Inhibition von P-gp durch
Verapamil und Cremophor® EL, die in der Mutterline noch uneingeschrankt
funktionierte, aufgehoben. Erklarung dafur konnte eine erworbene Mutation des P-
gp-Gens wahrend der Langzeit-Kultur mit Paclitaxel sein. In humanen
Uterussarkomzellinien wurde eine P-gp-Genmutation durch Koselektion mit
Doxorubicin und PSC 833 (Valspodar, Cyclosporinderivat u. P-gp-Inhibitor) Uber
mehrere Monate beschrieben. Eine Mutation in der sechsten transmembrandsen
Domane fuhrte dort zu einem verminderten Ansprechen auf den Modulator PSC 833
(Valspodar), Cyclosporin sowie auch auf Verapamil (Chen et al. 1997). Auch ein
geandertes Verhalten von MRP1 in Bezug auf Funktionalitdt oder Substratspezifitat
durch Mutationen musste in Betracht gezogen werden. Bekannt ist, dass Mutationen
von MRP zu einer geanderten Transportfahigkeit von Anthrazyklinen oder Vincristin
fuhren kdnnen (Zhang et al. 2001, Ito et al. 2001).

Verschiedene Studien zur erworbenen MDR zeigten einen Anstieg des P-gp
Gehaltes in resistenten Subklonen im Vergleich zur Mutterlinie auf mMRNA- und/oder
Proteinebene. In initial P-gp-negativen humanen Pleuramesotheliom-Zellinien, die in
der Langzeitkultur mit Vinca-Alkaloiden oder Doxorubicin selektiert wurden, zeigte
sich ein Anstieg der P-gp-Konzentration auf Proteinebene. Mit dem P-gp-Inhibitor

Verapamil konnten die resistenten Subklone wieder sensibilisiert werden (Licht et al.
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1991). In Vinblastin-selektierten humanen Uterussarkom-Zellinien zeigte sich ein
erworbener MDR-Phanotyp mit erhdhter Expression und Funktion von P-gp. Der
LRP- und MRP-Gehalt blieb dort unverandert (Chen et al. 2000). Auch humane
Osteosarkome reagierten mit einem P-gp-Anstieg auf mRNA- und Proteinebene bei
Selektion durch Doxorubicin in vitro und in vivo (Suto et al. 1998).

In einer Reihe verschiedener humaner Tumoren mit urspringlich niedrigem oder
negativem P-gp-Gehalt konnte ein Anstieg nach Zytostatika-Therapie mit
Chemotherapeutika, wie Vincristin oder Anthrazyklinen festgestellt werden (Fojo et
al. 1987, Goldstein et al. 1989).

Die erworbene Paclitaxel-Resistenz durch in vitro Selektion oder klinische Therapie
wird zum grofdten Teil durch P-gp vermittelt (Chapman et Goldstein 1995, Rowinski
et Donehower 1995, Dumontet et Sikic 1999). Ein weiterer, durch verschiedene
Studien gefestigter Mechanismus der erworbenen Paclitaxel-Resistenz ist die
veranderte B-Tubulin-lsotypen-Expression (vgl Kapitel 5.2, Ranaganathan et al.
1996, 1998, Dumontet et Sikic 1999, Burkhart et al. 2001). Die Selektion resistenter
Subklone durch Paclitaxel fihrte in mehreren Arbeiten zu einem erhéhten Gehalt an
Bu- und Bwa-Tubulin-Isotypen (Ranaganathan et al. 1998, 1996, Kavallaris et al.
1997). In der hier untersuchten Linie clearCa-21,s konnte allerdings kein veranderter
Tubulin- oder Isotypen-Gehalt im Vergleich zur Mutterlinie ausgemacht werden.

Ein ahnliches Phanomen einer gesteigerten P-gp-Aktivitdt ohne Erhéhung der
Proteinexpression ist in der Literatur unbeschrieben. Da das Nierenzellkarzinom als
resistenter Tumor mit hoher basaler P-gp-Expression bekannt ist, dient es zumeist
als Versuchsgrundlage der intrinsischen MDR. Nur wenige Studien verwenden
Nierenzellkarzinome fur Versuche zur erworbenen Resistenz.

Trotzdem ist auch die akquirierte Resistenz im Nierenzellkarzinom nicht ohne
Bedeutung (Chapman et Goldstein 1995). In zwei Studien zur erworbenen Resistenz
wurden Nierenkarzinomzellinien mit dem Zytostatikum Adriamycin, einem Substrat
von P-gp, in der Langzeitkultur selektiert und ein resistenter Subklon erzeugt (Yu et
al. 1998, 2000). Dieser zeigte Kreuzresistenz gegentiber den Zytostatika Epirubicin,
Vinblastin, 5-FU, Cisplatin und 6-Thioguanin. Mittels RT-PCR fand sich dort ein
erhohter P-gp-mRNA-Gehalt. Auf Proteinebene stellte sich P-gp allerdings als
erniedrigt dar. Funktionsstudien durch den Rh-123 Efflux wurden nicht durchgeflhrt.

Weitere Parameter wie MRP und Topoisomerase-Il Gehalt waren im Vergleich nicht
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signifikant verandert, dagegen lag ein erhdhter Gehalt an GSH-1 und G-6-PDH im
selektierten Subklon vor. (Yu et al. 1998, 2000).

Ahnlich wie die in dieser Arbeit untersuchte Zellinie clearCa-21,.s zeigte sich bei Yu
et al. (1998, 2000) ein erhohter P-gp-mRNA-Gehalt, welcher nicht zu einer
gesteigerten Proteinexpression fluhrte. Da Funktionanalysen dort nicht durchgeftihrt
wurden, ist nicht auszuschlieRen, dass auch dort das Phanomen der gesteigerten
Funktionalitat mit unveranderter Proteinexpression vorlag. Mdglicherweise ist gerade
das Nierenzellkarzinom in der Lage, unter Zytostatika-Selektionsdruck mit einer P-
gp-Funktionssteigerung zu reagieren, die nicht unbedingt eines vermehrten P-gp-

Proteingehalts bedarf.

54 y-Tubulin- Expression und Beziehunq zur Paclitaxel-Resistenz

Die Polymerisation der a- und B-Tubulin-Heterodimere zu Mikrotubuli wird in der
Zelle durch Mikrotubuli-Organisationszentren (MOTC) gesteuert. ¥ -Tubulin bindet
am Minus-Ende der Mikrotubuli und vermittelt die Verbindung am Zentrosom. Sein
Gehalt macht weniger als 1% im Vergleich zu a- oder -Tubulin aus und ist diesen zu
ca. 30% homolog. Es ist in vielen Organismen wie Pflanzen, Pilzen, Sdugetierzellen
und Tumorgeweben nachgewiesen und wahrscheinlich in allen eukaryotischen
Zellen vorhanden (Stearns et Kirscher 1994, Oakley 1992).

Ob Antimikrotubuli-Zytostatika wie Paclitaxel an ¥-Tubulin angreifen, ist ungeklart.
Auch ist die Frage unbeantwortet, ob eine veranderte Y¥-Tubulin-Expression eine
Paclitaxel-Resistenz vermitteln kann. Nur wenige Untersuchungen zur ¥-Tubulin-
Expression in humanen Tumorzellinien sind bekannt. Seine Funktion scheint fur die
Vitalitat der Zellen essentiell zu sein, da die Ausschaltung des Gens zur Inhibition
der Zellteilung fuhrt (Oakley 1992). Insofern konnte ein Angriff von
Chemotherapeutika an ¥-Tubulin ihre Toxizitat erhéhen.

In einer humanen Mammakarzinomzellinie konnte durch Immunfluoreszenz-
Mikrokopie im unbehandelten Zustand %-Tubulin in Form weniger, kleinfleckiger
Punkte ausgemacht werden. Durch Inkubation mit Cisplatin oder Mafosfamid bildeten
sich Anreicherungen dieses Tubulins in Form von grolifleckigen Klumpen (Wolf et al.
1995). In mehreren Paclitaxel-selektierten Subklonen humaner Uteruskarzinom-
zellinien war der ¥-Tubulin-Gehalt auf mRNA-Ebene gegenuber der Mutterlinie

unverandert (Dumontet et al. 1996).



6.Disskussion 81

In unseren Untersuchungen wurde die Expression von 3%-Tubulin bei
Nierenkarzinomzellinien mit intrinsischer und erworbener Paclitaxel-Resistenz auf
MRNA- und Proteinebene analysiert. In allen 9 untersuchten Tumorlinien mit
unterschiedlicher Paclitaxel-Sensitivitat und Histologie zeigte sich mittels RT-PCR
und Western Blot eine hohe und etwa gleich starke Expression (s. Abbildung 20 und
23). In der Zellinie clearCa-21,s war der 3-Tubulin-Gehalt gleich hoch wie in der Linie
clearCa-21sens. Nach 120 h-Kurzzeit-Inkubation mit Paclitaxel (0,1 yM, 1 yM) konnte
keine Anderung der Menge dieses Tubulins in der Linie clearCa-21se,s detektiert
werden (s. Abbildung 30). Ahnlich wie in der Arbeit von Wolf et. al. lag ¥-Tubulin in
Form von flachigen Ansammlungen im Zytoplasma und im Nukleus vor (s. Abbildung
37).

5.5 Ausblick

In den meisten intrinsisch-resistenten Nierenkarzinomzellinien konnte das An-
sprechen auf Paclitaxel gut durch den P-gp-Gehalt erklart werden. Da allerdings
Linien existieren, in denen sowohl die Expression von P-gp als auch der Gehalt an
MRP, LRP sowie der Tubuline keine Erklarung der erhdhten Resistenz maoglich
machten, mussen noch andere Mechanismen in Betracht gezogen werden. Dazu
konnten z.B. die Membrantransporter cMOAT (human Multispecific-Organic-Anion-
Transporter), = cMOAT3/MRP3, TAP oder BRCP/MXR (Breast-Cancer-Protein)
gehoren, welche ebenfalls zur Gruppe der ABC-Transporter gehdren. lhre
Expression ist in einigen humanen Tumorlinien mit MDR assoziiert (List 1997, Naito
et al. 1999, Tan et al. 2000). Untersuchungen hierzu konnten weiteren Aufschluss
uber den MDR-Phanotyp von Nierenzellkarzinomen bringen.

Die bessere Kenntnis mdglichst  vieler  Resistenzmechanismen im
Nierenzellkarzinom ist auch von klinischer Bedeutung. Zur Blockierung von P-gp
stehen einer Reihe Substanzen zu Verfugung, die in vitro zum verstarkten
Ansprechen auf Zytostatika wie Paclitaxel fuhren (Mikisch et al. 1991, Sikic et al.
1997, Reinecke et al. 2000, Tan et al. 2000). Der therapeutische Durchbruch ist
diesen Substanzen im Nierenzellkarzinom bis jetzt jedoch nicht gelungen, da in
klinischen Studien keine chemosensibilisierende Wirkung auftrat und die Toxizitat der

Modulatoren erheblich war (Sikic et al. 1997, Naito et al. 1999). Untersuchungen mit
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anderen, weniger toxischen Substanzen zur Uberwindung der P-gp-Resistenz wie
z.B. PSC 833 (Valspodar) sind deshalb wichtig. Auch mussen die alternativen
Resistenz-mechanismen in diese Uberlegung mit einbezogen werden. Diese kénnten
bei Blockierung von P-gp dessen Rolle Ubernehmen. So sind Studien zur
Blockierung von MRP und LRP im Nierenkarzinomzellinien wichtig. Brauchbare
Substanzen dazu waren z.B. Genistein, Butathionin oder VX710 (Biricodar) (List
1997, Tan et al. 2000). Fur LRP musste nach genauerer Kenntnis seiner Funktion in
diesen Zusammenhang ein einfacher Funktionstest etabliert werden.

Im Zusammenhang mit der intrinsischen Resistenz sind die B-Tubulin-Isotypen
seltener Gegenstand von Studien. Hier zeigte sich, dass die hohe Paclitaxel-
Resistenz in der Linie clearCa-15 mit einem erhohten By-Tubulin-Isotypen-Gehalt
assoziert ist. Solche P-gp- bzw. MDR-unabhangigen Resistenzmechanismen kdénnen
eine Therapie mit Paclitaxel scheitern lassen, gerade dann, wenn therapeutisch mit
P-gp-Inhibitoren behandelt und somit koselektiert wird (Ranaganathan et al. 1998).
Ein Nachweis dieses Mechanismus auch in anderen Nierenzellkarzinomen und
Blockierung desselben z.B. mit ,antisense” -Oligonucleotiden ware wichtig (Kavallaris
et al. 1998).

Auch bei der erworbenen Resistenz im Nierenzellkarzinom dominiert P-gp. Trotzdem
scheint die Langzeit-Selektion resistenter Zellinien im Vergleich zur intrinsischen
Resistenz besondere Veranderungen zu bewirken (Yu et al. 1999). So scheint die
Funktionalitat von P-gp wichtiger als seine Proteinexpression sein. Die Blockierung
durch Modulatoren kann hier z.B. durch Mutationen von P-gp eingeschrankt werden
(Chen et al. 1997). Auch Mutationsanalysen von P-gp und MRP waren deshalb
wichtig. Die gesteigerte Funktionalitdt von P-gp in der Paclitaxel-resistenten Linie
clearCa-21.,s konnte dadurch mit bedingt werden. Schliel3lich ist auch der p53-
Mutationstatus der Niernkarzinomzellinien in die Uberlegungen miteinzubeziehen.
Mutationen des p53-Gens sind in einigen der verwendeten Nierenzellkarzinomen
dokumentiert (Ramp et al. 2000). Beschrieben ist, dass p53-Mutationen zu einer
verstarkten MDR-Promotoraktivitat und gesteigerten P-gp-Expression fihren kénnen
(Zastawny et al. 1993). Auch die erhohte MRP-Expression scheint mit einem
mutierten p53-Status assoziert zu sein (Sullivan et al. 2001). In einer Studie an
humanen Paclitaxel-selektierten Ovariakazinomzellinien lagen Mutationen des p53-
Gens vor, die zum Verlust von funktionellem p53-Gen fihrten und gleichzeitig mit

Mutationen des 3-Tubulin-Gens einhergingen (Giannakakou et al. 2000).
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9 Zusammenfassung

Das Nierenzellkarzinom gilt insbesondere aufgrund seiner erhdhten P-gp-Expression und
Funktion als chemotherapieresistent. Trotzdem zeigt sich in vitro ein heterogenes
Ansprechen der Tumoren auf Paclitaxel mit ICso-Werten zwischen 0,03-387,5 uM. In der
vorliegenden Arbeit wurden verschiedene in vitro-Resistenzmechanismen in 16 Nierenzell-
karzinomen mit intrinsischer Paclitaxel-Resistenz analysiert. Eine durch Paclitaxel-
Langzeitkultur selektierte Zellinie clearCa-21,s diente im Vergleich zur Paclitaxel-sensitiven
Ausgangslinie clearCa-21..,s als Model der ,erworbenen“ Resistenz.

Sowohl bei intrinsischer als auch bei ,erworbener* Resistenz spielte P-gp die entscheidende
Rolle. In den 16 Linien bestand eine Korrelation zwischen den 1Cso-Werten fiir Paclitaxel und
der P-gp-Expression und Funktion im Rh-123 Efflux (r = 0,57, p = 0,021 bzw. r~0,53, p =
0,036). In der resistenten Linie clearCa-21.s (ICso > 1000 pM) zeigte sich im Vergleich zur
Linie clearCa-21sens (ICs0. 0,38 uM) ein 7,2- fach gesteigerter Rh-123-Efflux bei gleich starker
P-gp-Expression (45,3% vs. 45,5%). In 6 Linien, darunter die Linie clearCa-21s.,s, gelang
eine ca. 50%-ige P-gp-Blockierung mit Verapamil und Cremophor EI®. Im Gegensatz dazu
war eine Modulation in der Zellinie clearCa-21,s nicht méglich. In den Linien clearCa-15 und
chrompho-B konnte die hohe Paclitaxel-Resistenz nicht durch P-gp erklart werden. Deshalb
wurden MRP und LRP als alternative Resistenzmechanismen untersucht. Der MRP-Gehalt
erwies sich als niedrig, die LRP-Expression als mit P-gp vergleichbar. Der Calcein-Efflux,
Indikator der MRP-Funktion, war hoch und in 5 Linien nicht durch den Modulator Probenecid
blockierbar. Es fanden sich keine Beziehungen zwischen der MRP-Expression, dem Calcein-
Efflux und der Paclitaxel-Sensitivitdt. LRP wurde erstmals in einer gréReren Anzahl von
Nierenkarzinomzellinien (n=16) untersucht, wobei sich eine Korrelation zur Paclitaxel-
Sensitivitat ergab (r = 0,51, p = 0,044). Eine hohe Koexpression zwischen LRP und P-gp
konnte fir allen Linien gefunden werden (r = 0,82, p < 0,01), sodal} eine gleichsinnige
Wirkungsverstarkung zwischen P-gp und LRP denkbar ware. Eine 120 h-Paclitaxel-
Kurzzeitexposition konnte in 13 Linien keine Anderung der Proteinexpression und Funktion
von P-gp, LRP und MRP bewirken. Unterschiede in der MRP- und LRP-Expression sowie im
Calcein-Efflux konnten bei der erworbenen Resistenz fiir die Linien clearCa-21¢.,s und
clearCa-21,s nicht gefunden werden. Ein veranderter Gehalt an 3-Tubulin-Isotypen kdnnte in
einem Zusammenhang mit der Paclitaxel-Resistenz stehen. In der Paclitaxel-resistenten
Linie clearCa-15 (ICso: 130,17 pM, P-gp: 34,7%, Rh-123: 36,3%) liel3 sich ein deutlich
erhdhter Gehalt an By-Tubulin detektieren. Im Model der erworbenen Resistenz zeigte die
resistenten Line clearCa-21,s im Vergleich zur sensitiven Linie clearCa-21s.,s einen leicht
erhohten By-Tubulin-Gehalt.




