Aus dem Zentrum fir Neurologie Tubingen
Abteilung Allgemeine Neurologie

Arztlicher Direktor: Professor Dr. J. Dichgans

Multidrug Resistance-Proteine in humanen malignen
Gliomen

Expression, funktionelle Aktivitat und Regulation durch p53

Inaugural-Dissertation
zur Erlangung des Doktorgrades

der Medizin

der Medizinischen Fakultat
der Eberhard-Karls-Universitat

zu Tubingen
vorgelegt von

Roy Oliver Bahr
aus Johannesburg (Sudafrika)
2005



Dekan : Professor Dr. C. D. Claussen

1. Berichterstatter : Professor Dr. M. Weller

2. Berichterstatter : Professor Dr. R. Meyermann



Meinen Eltern






INHALTSVERZEICHNIS

1 EINLEITUNG .ot ettt e e et e et e e e ees 9
11 MAIIGNE GHIOMIE ..ttt et e e e e e e e e e e e e et ettt e e e e e et e e aaaaaaaaaaeas 9
1.2 F N 0 =Y T I 1T =V o 1= o PP 10
1.2.1  OPeratiVe THEIAPIE ....cii ittt ettt e e e e e e e nnnees 10
1.2.2  SHrahleNtNEraPI€. ... e ettt e e e et e e e e e e aaaaaeas 10
G B @1 01T ¢ 0 To 1 g L= T =T o= PP UTUPTTUPTUPP 10
13 Resistenzmechanismen gegen ZytoStatiKa ........ccccevvveeieiiiiiiiiiie e 14
R 300 R = 110 o1 =1 o PSPPI 14
G B B T T = €] Y (o] o (o) (=1 o SRS 15
1.3.3 DasMultidrug resistance-associatd®fotein 1 (MRPL)..........uuuvviieeieeeeeessmeeeeeeeeeeeeees 15
1.4 Bedeutung der Blut-Hirn-SChranke .............coo oo 17
15 Prinzipien und Substanzen zur MDR-INNIDItIoN ..., 18
1.6 Regulation von P-gp und MRPL durch p53........eueeeieiiiiiiiii e e e e e 19
1.7 Fragestellung der vorliegenden Arbeit............ceeiiiiiiiiiiiieeer e 21
2 MATERIAL UND METHODEN ... e, 23
2.1 ChEMIKAIEN ... et e et e e e e e e e s s e e e e e e e nnenees 23
2.2 Zellinien UNd ZEIKUIUF «.....ooooiiiiicee ettt e s st e e e e st reeeeeesanes 24
2.3 LI = 1153 {1 o o P UUUUPUPR PR 24
2.4 Untersuchung VON ZYLOTOXIZIAL ...........cceeiiimmeeiieitees ittt ee e e eenees 25
2.4.1 Berrechnung der ECS50-WEIE .......cueviiiiieieeee e et ee e e e e e e e e e eeannnnne e aeeeeeees 25
2.5 Reverse Transkriptase-Polymerasenkettenreaktion (RPPCR) ........ccvveeeiiiiiiiiii i, 26
2.5.1 RNA-Isolierung Und RNA-TESIGEL.......coeiiiiieeieeiiiiee e 26
2.5.2 DNase-Verdau und cDNA-SYNthESE ........cooi e 27
2.5.3  AmpIifikation der CDNA ... .cooi et e e e e e e e e e 28
P23 S = 11 T O RO EPP ORI 30

2.6 DurchfluRzytometrische Bestimmung der ProteineXpressn............cceeevvveveeeeeiniiineeeeennn 30.



2.7 Quantifizierung der P-gp-Aktivitat mittels Rhodamin-123 Transport........cccccoeevveeeeennnnnnne. 31

2.8 Quantifizierung der MRP-Aktivitat mittels Fluorescein-Transport ...........cccvvvevveeeieeeeeeneenn. 32
2.9 ] = 111 1] PRI 32
3 ERGEBNISSE UND DISKUSSION.. oottt e 35
3.1 MRNA-EXDIESSION <.ttt e e ee bbbttt ettt e e e e e aaaaaaaaa s e e s e saaaneaeeeeeeeeaaaaaaaaaaaaans 35
3.2 0 (=110 To N o] (=17 (o] o IR 37
3.3 LI TS 01T =1 w1V = | PR 39
3.4 Sensibilisierung gegeniiber Zytostatika durch MDR-Imibitoren ...........ccccccvvvevieiieenennnnn. 34
3.5 Vergleich mit anderen molekularen Parametern......c...cocccccviiiiiiiieiiiiiniecceee e 47
3.6 MDR-Mechanismen bei humanen zerebralen Endothelzadh................cccciiiiiiiiiiin. 48
3.7 Einflul? von p53 auf die P-gp/MRP1-Expression und -Foktion ............ccccooviieieiiiinennen. 50
3.7.1 Beeinflussung von P-gp durch Wildtyp-p53 .....ccceeeeiiiiiiiiiiiiiiiniiiieeer e e e e e e e 50
3.7.2 Beeinflussung von P-gp durch mutantes p53 .....cccceieiiiiiiiiiciireee e e e 50
3.7.3 Beeinflussung von MRP1 durch Wildtyp-p53 ......ccooeiiiiiiiiiiiiieiiiieecee e 51
3.7.4 Beeinflussung von MRP1 durch mutantes P53 ..ccceeeeiiiiiiiiiiee e 52
3.7.5 EinfluB von p53 auf die Vincristin-Sensibilitat hunea Gliomzellinien ..................cccceeee 53
4  ZUSAMMENFASSUNG .. ...t e 57
5 LITERATURVERZEICHNIS.....cou e e 61
B ANHANG L. 65
6.1 VerOffENtlICRUNGEN. ...ttt e et e e e st eae e 65
S 0 R U o1 1T 1= o P PP TUPPPPPRRN 65
L Y o 1 = To PP PRTTPPPPTPPRI 65
00 T 0 1 (= PRSP PPPRRTPT 65
6.2 Y o] (1 o = o PSSR 67

6.3 )= 1] ST T [0 oo 68



6.4
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1 Einleitung

1.1 Maligne Gliome

Als ,maligne Gliome* bezeichnet man Tumoren destZdnervensystems, die sich aus
Gliazellen oder deren Vorlauferzellen entwickelndudie nach der neuen WHO-
Klassifikation in die Grade IIl und IV eingeteiltarden (Kleihues und Cavenee, 2000).
Dazu gehdren die anaplastischen Astrozytome, Odigdbgliome, Oligoastrozytome
und Ependymome (alle Grad Ill) sowie die Glioblasto (Grad 1V). Typische
histologische Merkmale sind eine hohe Zelldichted wtellpolymorphie. Grad IlI-
Tumoren zeigen eine erhdhte mitotische Aktivitéke d&rad IV-Tumoren weisen
zusatzliche Endothelproliferation und/oder Nekroaeh

Gliome sind die haufigsten malignen, hirneigenem®ren des Erwachsenenalters. Die
Prognose insbesondere fur Patienten mit Glioblastonst schlecht. Die mediane
Uberlebenszeit betragt bei maximaler Therapie kawehr als ein Jahr (Fine et al.,
1993). Neben der operativen Therapie ist die Strahkrapie der wichtigste Bestandteil
der Therapie, der eine Verlangerung der Uberlelsnsam etwa 6 Monate
zugeschrieben wird. Die Effektivitdit der Chemotipggabei malignen Gliomen ist
begrenzt. Die Anzahl der langer als 1 bis 1,5 Jabexlebenden Patienten steigt jedoch
deutlich an (Fine et al., 1993; De Angelis et H998).

Da die chirurgischen und radioonkologischen Modaten weitestgehend
ausgeschopft erscheinen, stutzt sich die Hoffnuing die Zukunft auf optimierte
Chemotherapieprotokolle und vor allem auf neueowative Therapieformen. Der

Focus liegt dabei auf immunologischen und gentheraigchen Ansatzen.
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1.2 Aktuelle Therapien

1.2.1 Operative Therapie
Ob bei malignen Gliomen eine radikale Resektioneatrgbt werden soll oder die

alleinige Biopsie ausreichend ist, wird noch imrkentrovers diskutiert. Die Datenlage
erlaubt diesbeziglich keine Entscheidung fiir oégreg eine der beiden Mdglichkeiten.
Es fehlt eine randomisierte, prospektive Studie, dén therapeutischen Wert einer
maoglichst umfassenden Resektion untersucht. Retktisp Untersuchungen legen
jedoch nahe, dal3 eine mdglichst komplette Reseldinan positiven prognostischen
Faktor darstellt. Bei grof3en, ausgedehnten Tumaserdie Resektion wegen des
Hirndrucks notwendig, um die Ausgangsbedingungen dig sich anschlieRende
Strahlen- und Chemotherapie zu verbessern, da diiechResektion eine deutliche
Zytoreduktion erreicht wird. Zudem profitiert deatient davon, daf3 nach umfassender
Resektion eine rasche Reduktion der Steroiddosgliamiist. Das grofdte Hindernis far
den Erfolg der operativen Therapie ist das diffuBitrierende Wachstumsverhalten
maligner Gliome. Umgekehrt erspart die stereotak@sBiopsie dem Patienten einen

starker belastenden neurochirurgischen Eingriffaién Risiken und Komplikationen.

1.2.2 Strahlentherapie
Die Strahlentherapie ist die einzige Therapie, nevéirksamkeit in kontrollierten,

randomisierten Studien nachgewiesen wurde. Die r8dsihg der erweiterten
Tumorregion mit 60 Gy verlangert die mediane Ubmeteszeit von 4 auf 9 bis 12
Monate. Hohere Strahlendosen verbessern die Pregnieht und sind wegen der
begrenzten Strahlentoleranz vor allem des Mark&agaht vertretbar. Auch die friher
durchgefuhrte Ganzhirnbestrahlung hat nur zu medveNwirkungen gefuhrt, ohne die

Prognose zu verbessern.

1.2.3 Chemotherapie
Bezogen auf die Gesamtpopulation von Glioblastorepen ist der Wert einer

zusatzlichen Chemotherapie gering. Eine Untergrmomeetwa 20 - 25 % der Patienten
profitiert jedoch von einer Chemotherapie mit Nswbarnstoff-haltigen Protokollen
(De Angelis et al., 1998).

Der fehlenden Effektivitat der aktuellen Chemotipexaika liegen vermutlich mehrere
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Mechanismen zugrunde. Zum einen stellt die Blunk8chranke in unterschiedlichem
Ausmald eine wichtige Hurde fur viele der verwendefgtostatika dar, zum anderen
zeigen Gliome eine ausgepragte endogene Chemeresiflie schlechte Durchblutung
maligner Hirntumoren, sowie der niedrige pH-Werd wie Hypoxie im Zentrum dieser
Tumoren beeintrachtigen die Wirkung von Zytostagkeenfalls. Auch wenn die Blut-
Hirn-Schranke in Teilen des Tumors nicht intakf &i kénnen sich doch immer noch
viele Zellen, gerade die infiltrativen, hinter déessor Medikamenten in der Blutbahn
.verstecken®. Einige der zur Gliomtherapie bishargesetzten Substanzen wurden in

der vorliegenden Arbeit verwendet und sind in Tebglaufgelistet.
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Tabelle 1 : Beschreibung der verwendeten Zytostatika

Zytostatikum Beschreibung

Vincristin gehort zu den Pflanzenalkaloiden (Vingadoide),
bindet in niedrigen Konzentrationen an die Proteine
o Spindelapparats und hemmt die Zellteilung in dertdgkass
Vincristin _ _ _ o
Bei hoheren Konzentrationen, die auch therapeutesthichi
werden, treten aber auch Chromosoméohe ung

Translokationen, d.h., genotoxische Effekte auf.

Doxorubicin gehdrt zu den Anthracyclinen (Antibiat) und
interkaliert in die DNA. Daruber hinaus ist jedoctter|
Stoffwechsel an der Wirkung beteiligt. Durch mikvoslg
Zytochrom-P-450-Reddase und NADPH werde
Doxorubicin Anthracycline zu SemichinoRadikalen reduziert, d
Radikalreaktionen auslésen und Saudhstdikalanioner
produzieren. Das Auftreten von Einzel- und]
Doppelstrangbriichen sowie  von Schwesterchronfatid-

Austauschen wird damit in Zusammenhang gebracht.

Teniposid gehdrzur Gruppe der Epipodophyllotoxine, die
Extrakten von Ful3blattgewéachsen (Podophyllum petigy
enthalten sind. Obwohl Podophyllotoxin wie die \aatkaloide
Teniposid an Tubulin bindet, beeintrachtigt Teniposid die Kion der
Spindelproteine nicht. Es erzeugt aber DNA-Straughe. De
Topoisomerase Il wird als Zielmolekiul der Schadigj

angesehen.

CCNU (Lomustin) gehort zu den Nitrosoharnstofferd utamit
zu den alkylierenden Verbindungen. Die Nitrosohenffis
Derivate sind besonders lipophil und passn dig
CCNU Bluthirnschranke.
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Zytostatikum

Beschreibung

Paclitaxel

Paclitaxel gehort zu der Gruppe der Taxane, da®iber brei
angelegten Naturstoffsuche aus der pazifischen El@xus
brevifolia) isoliert wurde. Es bindet spezifisch @Tubulin und
stabilisiert die Assemblierung von Mikrotubuli dhrélemmung
der Depolymerisierung Die Folge ist eine abnorn
Spindelbildung wahrend der Mitose, so dal} die Zellder M-

Phase des Zellzyklus blockiert wird.

Cisplatin

Cisplatin wird zu den alkylierenden Verbindungerzddt und]
verursacht Verknupfungen zwischen benachbarten [
Strangen iterstrand cross linking zwischen DNA un
Proteinen, vor allem aber zwischen benachbartemiGdrRester
innerhalb eines DNA-Strangesifastrand cross linking Die
Ausbildung vorncross linkshemmt die Zellteilung und wirkt sig

vor allem in der S-Phase aus.

Topotecan

Topotecan hemmt das Enzym Topoisomerase |, dasraDNIA-
Replikation beteiligt ist, indem es die Torsionsspang vor de)
Replikationsgabel I6st. Als Folge der Topoisomeftdeenmung

entstehen Briiche der DNS-Einzelstrange.

Gemcitabin

Gemcitabin gehort in die Gruppe der Nukleosidaraldgs is
ein fluoriertes Cytarabinanalogon und wird nach UWmdlung
zum Triphosphat in die DNS eingebaut, und es kormaom]
Kettenabbruch. Da noch ein normales Nukleotid fdbgivor dig
DNS-Kette  abbricht, spricht man von  maskiertg
Kettenabbruch. Reparaturenzyme konnen das halbcht
Nukleotid nicht erkennen und entfernen. Daruber ab§
blockiert Gemcitabindiphosphatie Ribonukleotidreduktase u
senkt dadurch die intrazellulare Konzentration vo
Desoxycytidintriphosphat. Schlief3lich hemmen

Gemcitabinnukleotide die  Desoxycytidindesaminase d

vermindern dadurch den Abbau von Gemcitabin.

NA-
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1.3 Resistenzmechanismen gegen Zytostatika

1.3.1 Prinzipien
Die molekularen Mechanismen, die der Resistenz gmati Gliome gegenlber

Zytostatika zugrunde liegen, sind bisher nur unehend verstanden (Rieger et al.,
2001). Prinzipiell bestehen fur eine Tumorzellesebredene Mdglichkeiten, sich vor
Zytostatika zu schitzen (Gottesman, 1993). So kdnreefekte in den
Apoptosesignalwegen oder ein MiRverhaltnis zwisclpeo- und antiapoptotischen
Proteinen eine Resistenz gegen chemo- und/odétestraduzierter Apoptose zur Folge
haben. AulRerdem koénnen die gesteigerte Funktion Di§A-Reparaturmechanismen
oder Enzymen zur Zytostatikametabolisierung die KdAg von Zytostatika
beeintrachtigen. Ein weiterer Resistenzmechaniswiod als ,multidrug resistance”
(MDR) oder multiple Zytostatikaresistenz bezeichrigabei kommt es primar oder
nach Behandlung mit Zytostatika zur Kreuzresistgegenuber vielen strukturell nicht
verwandten Substanzen. Die Substanzen werden uAfEP-Verbrauch durch
Transportproteine aus der Zelle gepumpt, so dalswiler Konzentrationsgradient

zwischen Intra- und Extrazellularraum entsteht (Abb

Erhohter Efflux

Verringerte
\ Aufnahme

Blockierte
Apoptose

gesteigerte
DNA-Reparatur

\ Gesteigert
\ Entgiftung

Abbildung 1 : Zellulare Faktoren der Zytostatikartsig
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1.3.2 Das P-Glykoprotein
Das P-Glykoprotein (P-gp) ist ein Breitspektrum-MDRansporter, der aus 12

Transmembrandoménen und zweli ATP-Bindungsstellen stebe Die
Transmembranregionen binden hydrophobe Substardiengntweder neutral oder
positiv geladen sind. Zwei ATP-Molekile werden weisetzt verbraucht, um
Medikamente aus der Zelle zu pumpen. Das erste Mdlekil dient dem eigentlichen
Transport, wahrend das zweite Molekil benétigt ywingh den Transporter wieder in die
funktionsfahige Ausgangsstellung zu bringen. P-gprkso eine Vielzahl zytotoxischer
Substanzen und etliche klinisch eingesetzte Phaaraak der Zelle pumpen. Der daraus
entstehende Konzentrationsgradient zwischen Inina- Extrazellularraum erzeugt die
relative Resistenz (Gottesman et al., 1996). Weevdirmutete Funktion im Prozel3 der
natlrlichen Detoxifikation nahe legt, findet sichgP in vielen gesunden Geweben.
Insbesondere sekretorische oder schrankenbildena@denZ einschlie3lich der
Endothelzellen der Blut-Hirn-Schranke zeigen hokgpHEXpression.

1.3.3 Das Multidrug resistance-associated Protein 1 (MRP1)
Hinweise auf ein weiteres P-gp-&hnliches Transpsttsn ergaben sich aus den

Untersuchungen an der Leukamiezellinie HL60/ADR @4cth und Center, 1988). Die
Klonierung dieses neuen Transporters gelang alstrdedahre spater aus der P-gp-
negativen Bronchialkarzinomzellinie H69AR (Cole at, 1992). Untersuchungen an
anderen Zellinien zeigten, dal3 die meisten resmteraber P-gp-negativen Linien,
MRP1-positiv waren. Wie P-gp gehoért auch MRP1 zuFemilie der ATP-bindenden
Transporter mit jedoch geringer Sequenzhomologie-gp (Borst et al., 1999).

Im Gegensatz zu P-gp wirkt MRP1 als GS-X-Pump&R-dependent glutathione S-
conjugate efflux pump bei der ein Transport von GSH-konjugierten Saihatn
stattfindet. So pumpt MRP1 auch Leukotrien C4 urgd,&Dinitrophenyl-Glutathion
aus der Zelle. Allerdings scheint auch ein Cotrartspon GSH mit unkonjugierten
Substanzen statt zu finden.

Schliel3lich existieren weitere Homologe von MRPie dm Phanomen der MDR
beteiligt sind. Dazu wird das MRP2 oder auch cMOg@&nannte Protein gezahlt.
MRP2, das eine 49%ige Ubereinstimmung mit MRP1Rroteinebene besitzt, arbeitet
ebenfalls als GS-X Pumpe und wird in erster Linbe vlen kanalikularen Membranen

der Hepatozyten exprimiert. Dort ist es vor alleiir fdie Ausscheidung von
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konjugiertem Bilirubin wichtig. Eine Mutation in deentsprechenden Gen fihrt beim
Menschen zum Dubin-Johnson-Syndrom, einer Fornpderaren Hyperbilirubindmie.
Eine Recherche in der EST-Bibliothedkxpressed sequence }Ydgachte weitere MRP-
Homologe zu Tage, die als MRP3, MRP4 und MRP5 lobpett werden, deren Rolle in
der Auspragung des MDR-Phanotyps jedoch noch uagekt (Kool et al., 1997).
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1.4 Bedeutung der Blut-Hirn-Schranke

Einen wesentlichen Unterschied zwischen soliden drem anderer Organe des
menschlichen Korpers und den malignen Hirntumotelit slie Blut-Hirn-Schranke dar
(Toth et al., 1996). Unter physiologischen Bedirggm stellt sie unter anderem sicher,
dal3 Substanzen, die fir das Gehirn potentiell ¢bxisind, nicht ins Hirngewebe
eindringen kénnen. Friher wurde angenommen, daBldieHirn-Schranke vor allem
durch die besonders enge Verknipfung zwischen damelaen Endothelzellen
aufrechterhalten wird. Den , Tight Junctions” wiesmdabei die gréf3te Bedeutung zu.
Heute weis man, daf} die Funktion der Blut-Hirn-&oke durch weitere spezifischere
Mechanismen garantiert wird (Borst und SchinkeR@)9 Auch die MDR-Transporter
gehodren zu diesen Mechanismen und kdnnen, da siduminal exprimiert werden
(Tanaka et al., 1994), Zytostatika daran hindera,Hirngewebe zu gelangen (Cordon-
Cardo et al., 1989; Huai-Yun et al., 1998; Reginalg 1998). Fur die Chemotherapie
hirneigener Tumore hat das weitreichende Folgehif®el et al., 1994; Schinkel et al.,
1996). Untersuchungen an mdr-1-defizienten Mauségten eindricklich wie effizient
P-gp z.B. Vincristin den Eintritt ins Gehirn verw&h Auch wenn die durch
Neoangiogenese gefal3reichen Tumoranteile ein mimieges Endothel aufweisen
und keine funktionsfahige Blut-Hirn-Schranke bestsh liegen doch grof3e Teile eines
Tumors hinter” einer intakten Blut-Hirn-Schrank®adurch entziehen sich diese
Tumorzellen einer effektiven Chemotherapie (Felleeral., 2002; Takamiya et al.,
1997).
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1.5 Prinzipien und Substanzen zur MDR-Inhibition

Neben der grundséatzlichen Untersuchung der MDRSfrarter begann man sehr frih,
die Mdoglichkeiten der Hemmung dieser Pumpen zuisted (Den Boer et al., 1998).
Zunachst setzte man Substanzen ein, die selbstr&ebslieser Pumpen sind, z.B.
Verapamil, die den Transport der Chemotherapeitapetitiv hemmen(Kiwit et al.,
1994; Roller et al., 1999; Rieger et al., 2000).ddese Substanzen wie die Zytostatika
aus der Zelle gepumpt werden, ist ihre Wirkungtieni. Mehr Hoffnungen werden nun
auf Substanzen gesetzt, die nicht Substrate der WMiRsporter sind, z.B. Cyclosporin
A oder PSC833, sondern diese an anderen Stellestreidimensionalen Proteinstruktur
binden und inhibieren (Larrivee und Averill, 199%0n diesen Substanzen weil3 man,
dal3 sie P-gp bei einmaliger Kklinischer Verabreichtiir mindestens 3 Tage hemmen.
Solche Inhibitoren werden bereits in Klinischen di#n eingesetzt. Die bisherigen

Ergebnisse sind jedoch eher erniichternd ausgefallen
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1.6 Regulation von P-gp und MRP1 durch p53

Wird die DNA einer Zelle durch ionisierende Straigy mutagene Substanzen oder
Zytostatika geschadigt, so kommt es zur gesteigertExpression des
Transkriptionsfaktors und Tumorsuppressorgens pidses Protein, auch ,Wachter
des Genoms* genannt, verhindert, dal? die gescleaDiyA repliziert wird. Dies kann
auf zwei verschiedene Art und Weisen erreicht werd@m einen kann p53 durch die
Aktivierung von p21 zum Zellzyklusarrest in der @hase fuhren. Dadurch gewinnt
die Zelle Zeit, ihre DNA zu reparieren. Die zweli®glichkeit ist die Auslésung eines
apoptotischen Zelltods, der durch p53 vermittetdwlLevine, 1997).

Mutationen im p53-Gen sind in humanen malignen Tremaveit verbreitet. Ca. 50%
aller Tumoren weisen p53-Mutationen auf. Dadurchegedie oben genanten p53-
vermittelten Funktionen zur ZellzyklusregulationduApoptoseinduktion verloren. Den
inaktivierenden Mutationen in Tumorsuppressorgewen p53 und den aktivierenden
Mutationen in zellularen Protoonkogenen werden enéscheidende Rolle in der
Genese maligner Tumoren zugeschrieben.

Einige Untersuchungen geben Hinweise darauf, daf®h aodr-1 (P-gp) und mrp-1
(MRP1) Zielgene von p53 sind (Chin et al., 1992;n¢/aind Beck, 1998). Dabei soll
p53 als transkriptioneller Repressor wirken undWildtyp-Status die Transkription
von mdr-1 und mrp-1 hemmen. Die dazu durchgefuhrtémersuchungen sind
allerdings widerspruchlich. So steigerte die Exgi@s von mutantem p53 in
verschiedenen Zellinien die MDR1-CAT-Reporter-Ak#i¥ signifikant (Chin et al.,
1992; Zastawany et al., 1993). Die Transfektion voatantem p53 in embryonale
Fibroblasten einer p53 ,knock-out* Maus fihrte eflaéla zu einer leichten Steigerung
der MDR1-CAT-Aktivitat. Daraus wird deutlich, dalutantes p53 nicht nur als
dominantnegativer Inhibitor des Wildtyp-p53-Proteimirkt, sondern auch eine direkte
Wirkung, im Sinne einegain of functionPhanotyps, entfalten kann (Lin et al., 1995).
Im Gegensatz dazu fiihrte in einer anderen Arbeitlherexpression von mutantem
p53 in drei weiteren p53-Wildtyp-Tumorzellinien keiner Anderung der MDR1-CAT-
Aktivitat (Goldsmith et al., 1995).

Die Rolle von Wildtyp-p53 bei der Regulation von mid zeigt sich gleichermalien
paradox. Transfiziertes Wildtyp-p53 hatte keinefelf auf die MDR1-CAT-Aktivitat
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in NIH-3T3-Fibroblasten (Chin et al., 1992), abeduzierte die Aktivitdit des MDR1-
CAT-Reporters in Kolonkarzinomzellen und stimukedie Aktivitat diese Konstrukts
in drei weiteren Karzinomzellen (Goldsmith et &R95).

Nur wenige Studien haben bisher den Einfluss vah g die Proteinexpression und
die funktionelle Aktivitdt von P-gp und MRP1 untectit (Sullivan et al., 2000), aber
auch diese ergaben widersprichliche Befunde (Zhndukwo, 1998).
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1.7 Fragestellung der vorliegenden Arbeit

Das Phdnomen dévultidrug Resistancauf grund der Expression von P-gp und/oder
MRPL1 ist bei verschiedenen Tumorentitdten einerakntHirde fur eine erfolgreiche
Chemotherapie (Gottesmann et al., 1996).

Maligne Gliome, insbesondere die Glioblastome, sinBerst resistent gegentber den
momentan zur Verfigung stehenden Therapieformea.blekularen Mechanismen
dieser Resistenz sind bis heute nur unzureichersfarelen (Rieger et al., 2000). Diese
zu klaren stellt eine wichtige Voraussetzung flmuenelherapien dar, um diese
Resistenzen zu umgehen. Schon die Vorhersage, eveR#itienten von einer
Chemotherapie profitieren kénnten, ware ein grd&srritt fir die Gliomtherapie. Die
klinische Bedeutung des MDR-Phanotyps bei Gliomend wkontrovers diskutiert
(Ashmore et al., 1999). Immunhistochemische Untdrsngen zeigen, dal? sowohl die
Tumorzellen als auch die Endothelzellen zu diesdminBmen beitragen kdnnen
(Henson et al., 1992; Matsumoto et al., 1991, Ale.e1994; Abe et al., 1998; Becker
et al., 1991). Die vorliegende Arbeit wurde initiieum besser zu verstehen, inwieweit
die Expression von P-gp und MRP1 in Gliomzellen gacebralen Endothelzellen die
erfolgreiche zytostatische Therapie maligner Glidrakindert.

AulRerdem sollte geklart werden, inwieweit die ereashenden Gene, mdr-1 (P-gp) und
mrp-1 (MRP1), durch p53 reguliert werden. Der Vstriwon p53-Wildtyp-Aktivitat und
das Auftreten des MDR-Phanotyps sind zwei Schléssighisse der
Resistenzentwicklung humaner Neoplasien. Die mbgligerknipfung dieser beiden
Ereignisse lag deshalb im Mittelpunkt des zweiterisTdieser Arbeit. Die existierenden
Arbeiten zur Regulation von mdr-1 und mrp-1 durchdéyp oder mutantes p53 waren
auRBerst widersprichlich. AuRBerdem lagen nur wen®tadien vor, die neben
Promoteraktivitdten auch die Proteinexpression uwhd funktionelle Aktivitat
untersuchen. Diese Kontroversen sollten deshallolein vorliegenden Arbeit ndher

beleuchtet werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Chemikalien

Folgende Reagenzien wurden k&uflich erworben :

1-(2-chlorethyl)-3-cyclohexyl-1- Medac(Hamburg)
nitrosourea (CCNU)

Cisplatin _Bristol(Minchen)
Doxorubicin _SigmgSt. Louis, MO, USA)

Dulbecco’s modified Eagle MediumGibco BRL (Basel, Schweiz)
(DMEM)

Ethidiumbromid Sigmé&St. Louis, MO, USA)
Fluorescein SigméBt. Louis, MO, USA)

Fluoresceinisothiocyanat (FITC)-
markierter anti-Ratten IgG-Antikdrper Sigrftat. Louis, MO, USA)

Fetales Kalberserum (FCS) Gibco BMasel, Schweiz)
Gemcitabin _Lilly(Bad Homburg)
Heparin _Sigm4St.Louis, MO, USA)
Hygromycin Gibco BRL(Basel, Schweiz)
Indomethacin _SigméSt. Louis, MO, USA)
ITS Premix _Sigm&St. Louis, MO, USA)
Kristallviolett Sigma(St. Louis, MO, USA)
Maus-lgG2a-Isotyp-Kontrollantikérper  __ Signi@t. Louis, MO, USA)
MRP-Antikdrper MRPrl Holzel Diagnosti¢kaln)
Natriumzitrat _MerckHohenbrunn)

PBS Gibco BRL(Basel, Schweiz)
Penizillin / Streptomycin Gibco BR(Basel, Schweiz)
P-gp-Antikérper MRK-16 Holzel Diagnosti¢kaln)

Phycoerythrin (PE)-markierter anti-MausSigma(St.Louis, MO, USA)
IgG-Antikorper
Probenecid Sigmgst. Louis, MO, USA)
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Ratten-lgG2a-Isotyp-Kontrollantikbrper Sigrftat. Louis, MO, USA)

Rhodamine-123 Molecular Probgsiden, Niederlande)
RNeasy Mini kit _Quiage(Hilden, Germany)
Superscript || Reverse Transkriptase Gibco RBRasel, Schweiz)

Taxol Bristol(Minchen)

Teniposid _Bristo[Miinchen)

Topotecan Smith Kline BeechgiMiinchen)
Verapamil _Sigm4St. Louis, MO, USA)

Vincristin Sigma(St. Louis, MO, USA)

PSC 833 wurde von Novart{Basel, Schweiz) zur Verfligung gestellt.

2.2 Zellinien und Zellkultur

Die humanen malignen Gliomzellinien wurden bei 3Tf@ 5 % Kohlendioxidgehalt
der Brutschrankinnenluft in modifiziertem Dulbecddedium (DMEM) gehalten.
Ferner wurden dem Medium 10 % fetales Kéalbersera@S), 100 I.E./ml Penizillin
und 100 pg/ml Streptomycin zugesetzt. Die Zellemdsa als Monolayer kultiviert und
alle 2 — 3 Tage passagiert. Dazu wurden die ZellérPBS gewaschen und fur 2 — 5
min. mit 0,5 ml Trypsin inkubiert. AnschlieRend wlen sie in frischem Medium
aufgenommen und im Verhaltnis 1:5 bis 1:10 passadidl-18-, U138MG-, U7TMG-,
LN-428-, D247MG-, T98G-, LN-319-, LN-229-, A172-,281MG-, U373MG-, LN-
308-Zellen wurden von Prof. Dr. N. de Tribolet (lsanne, Schweiz) zur Verfigung
gestellt.

Die SV40-Large T-Antigen-immortalisierten humanesrebralen Endothelzellen (SV-
HCEC) wurden bei 37°C und 5 % @QGehalt in M199 Medium kultiviert. Zusatzlich
wurden dem Medium 10 % FCS, 5 pg/ml Insulin, 5 gddgfmansferrin, 5 pg/ml Selen
(ITS Premix) und 600 I.E./l Heparin zugesetzt. Biassagierung wurde wie bei den
Gliomzellinien durchgefihrt. Die SV-HCEC-Linie wwgdson Dr. A. Muruganandam
(Ottawa, ON, Kanada) bereitgestellt.

2.3 Transfektion

Die Zellinien LN-18, T98G, U87MG, LN-229 und LN-308vurden mittels
Elektroporation mit dem Vektor fir das Hygromyciedistenzgen (hygro) oder mit
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einem Vektor transfiziert, der das Hygromycin-R&siggen und das murine p53Val
enthalt. Daraus resultierten je 2 neue VariantanZadlinien, z.B. LN-18 hygro und
LN-18 p53vat®* Das Prinzip der Elektroporation besteht darin@ ddch in der
Zellmembran der zu transfizierenden Zellen durcHeden einer hohen Spannung
kurzzeitig Poren bilden, durch die die in der Zedlsension enthaltenen Plasmide in die
Zellen eintreten. Danach verschlie3t sich die Zeittoran wieder. Zur Transfektion
wurden die Zellen trypsiniert und mittels einer Kauerzahlkammer die Zellzahl
bestimmt, so daR fir 5 pg Plasmid’ Zellen verwendet wurden. Die Zellen wurden
zentrifugiert, mit kaltem PBS gewaschen, mit 800PBIS resuspendiert und auf Eis
gelagert. Zu dieser Zellsuspension wurden 5 pgiitthgugegeben und gemischt. Diese
Suspension wurde in eine Transfektionskivette gayaind die Elektroporation im
Genepulser (Biorad, Krefeld-Oppum) bei 250 V und) 95F durchgefihrt. Dann
wurden die Zellen in Kulturflaschen und mit Vollmeh kultiviert. Nach zwei Tagen
wurde das normale Vollimedium durch Selektionsmedidrh., Vollmedium mit 200
png/ml Hygromycin B, ersetzt und damit die Selektioech Zellen, die den Vektor
aufgenommen haben, gestartet. Nach ca. 6 Wochedieser Vorgang abgeschlossen,
und die Zellen wurden gepoolt.

2.4 Untersuchung von Zytotoxizitat

Zur Untersuchung der Zytotoxizitdt wurden die Zellenit einer Dichte von 10
Zellen/well in 96 well-Platten gesat und fir 24 @tan im Brutschrank inkubiert.
Anschlieend wurden die Zellen mit ansteigenden Z€atrationen von 8
verschiedenen Zytostatika jeweils mit und ohne Pbgw. MRP1-Inhibitor, behandelt.
Nach 72 Stunden wurde mittels Kristallviolett-Famgudas Uberleben bestimmt. Dazu
wurden die Zellen mit 50 ul Kristallviolett-Losumpgo well flr einige Minuten geféarbt
und anschlieBend mit Leitungswasser dreimal gevessciNachdem die Platten
getrocknet waren wurden die gefarbten Zellen mijub®a-Citrat-Losung lysiert und

anschlielend am CytoFluor 2350 Lesegerat gemessen.

2.4.1 Berechnung der EC50-Werte
Als MalR der Empfindlichkeit einer bestimmten Zabinflir ein bestimmtes

Zytostatikum wurde aus den Uberlebensdaten die &umnation berechnet bei der noch
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50 % der Zellen Uberleben, die EC®df¢ctive concentratignim ersten Schritt wurde

dazu aus den drei Messergebnissen je Konzentratibnbzw. ohne Inhibitor, der

Mittelwert berechnet. Dann wurde der Mittelwert @mBehandlung ohne Zytostatika
und ohne Inhibitor (Kontrollwert) auf 100 % geseaind alle anderen Mittelwerte eines
Versuches prozentual auf diesen Kontrollwert bemod dritten Schritt wurden die

beiden Konzentrationen identifiziert bei der gerameh mehr als 50 % (x1), bzw.
gerade noch weniger als 50 % der Zellen Gberlek2n Zusammen mit den zu diesen
Konzentrationen zugehdrigen prozentualen Uberleberisn (y1 und y2) wurde die

EC50 nach folgender Formel berechnet:

EC50 = x2 — (x2-x1) * (50-y2) / (y1-y2)

D.h. es wurde zwischen den beiden, den 50%-Wenki@aenden Datenpunkten, ein
linearer Verlauf angenommen, was eine ungefahreirBesing des EC50-Wertes

zulant.

2.5 Reverse Transkriptase-Polymerasenkettenreaktion (RT-
PCR)

2.5.1 RNA-Isolierung und RNA-Testgel
Die Zellen einer konfluenten, mittleren Zellkultiagsche (75 cm?) wurden mit PBS

gewaschen, trypsiniert und in Vollmedium aufgenomntginf x 16 Zellen wurden bei

1200 rpm pelletiert, das Medium vollstdndig abggsaund die Zellen bei —80 °C
gelagert. Der folgende Lyseschritt zur RNA-Isoliegu mufRte zigig und auf Eis
durchgefuhrt werden. Die RNA wurde mit Hilfe des €ddy Mini Kits der Firma

Quiagen und gemalf der Herstelleranleitung isoliert.

Zur Bestimmung der RNA-Konzentration wurden 5 pl RNosung (ad 500ul mit

DEPC-HO0, zur Inaktivierung der RNasen) gegen DEP{OHils Leerwert bei 260 nm
und 280 nm im Photometer gemessen. Anschlielendenwdie RNA-Proben in einem
1%igen Agarose-Gel zur weiteren Verwendung UbetpRezu wurde die Agarose in
H,O thermisch in der Mikrowelle gelést und nach detski#hlen 5 x Laufpuffer und

Formaldehyd zugegeben. Die warme Losung wurde daeime Gel-Kammer (Cosmo
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Bio Co. Ltd.) gegossen und ausgehartet.

RNA-Probenvorbereitung : 1 pg RN&AI5 pl mit DEPC-HO
4 ul Formaldehyd-L6sung 37 % (saurefrei)
10 pl Formamid
2 ul 5 x RNA-Ladepuffer
2 ul Ethidiumbromid (0,4 pg/ul)

RNA-Ladepuffer : 50 % Glycerin
1 mM EDTA, pH=8,0
0,25 % Bromphenolblau
0,25 % Xylolcyanol FF

Die pipetierten RNA-Proben wurden gemischt und kuabzentrifugiert. Zur
Denaturierung wurden die Proben 10 Minuten bei 76f@tzt und dann direkt auf Eis
abgekuhlt. Schliel3lich wurden die Proben auf daarése-Gel aufgetragen und in einer
Gel-Kammer (Cosmo Bio Co. Ltd.) fur 1 Stunde beMat (84 mA) aufgetrennt.

10 x Laufpuffer : 400 mM MOPS
100 mM NaAc
10 mM EDTA, pH=7,0

2.5.2 DNase-Verdau und cDNA-Synthese
Zur Herstellung von cDNA wurde DNA-freie RNA bergiti Deshalb wurden die RNA-

Proben mittels Inkubation mit DNase | (Boehringeon diesen DNA-Resten befreit.
Dazu wurden die Proben 20 Minuten bei RaumtemperatuDNase | inkubiert. Nach
der Reaktion wurde die DNase | mittels Ethanolétiom entfernt, da sie bei der

anschlieBenden cDNA-Synthese gestort hatte.

DNase-Gesamtansatz/Probe : 5 ug RNA
3,3 ul 3 M NaAc, pH=5,5
0,5 ul 1 M Mgdd
1,8 ul DNase | (RNase-frei, Boehringer)
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ad 100 pl mit DEPC-KO

DNase | Extraktion : 100 pl DNase
10 ul 3 M NaAc, pH=8,0
250 pl EtOH abs.
Waschschritt : + 1 ml 70 % EtOH

Die DNA/DNase-freien RNA-Proben (5 pg) wurden in lLDEPC-HO geldst. Die

Synthese der cDNA erfolgte durch reverse Transknpter RNA. Den Poly(A)-Enden
der mRNA wurden Oligo(dT)30-Primer (Biosience) B6rC fur 10 Minuten angelagert
und fur 5 Minuten auf Eis abgekuhlt. Unter Zugalos ¥ pl 5 x First Strand Puffer
(Gibco), 2 pul 0,2 M DTT und 1 pl 10 mM dNTP Mix wde fur 2 Minuten bei 42°C

inkubiert. Die Oligo(dT)-Primer erlauben die Vermung durch die RNA-abhangige
DNA-Polymerase Superscript Il (Gibco, 200 U/ul)kubiert wurde fur 50 Minuten bei

42 °C. Die Polymerase wurde anschlieRend bei 70f@5 Minuten hitzedenaturiert.

cDNA-Synthese-Ansatz : 5ug RNA in 11l DEPGEH
1 pl Oligo(dT)30 (500 pg/ml)
4 ul 5 x First strand-Puffer (Gibco)
2ul 0,1 MDTT
1 pul 10 mM dNTP-Mix
1 pl Superscript Il (Gibco, BRL 200 U/ul)

Anschlie3end wurde die synthetisierte cDNA durdkubmation mit RNase H von RNA
befreit. Dazu wurden zum cDNA-Synthese-Mix 0,5 pN&Re H (Gibco, 1 U/ul)
gegeben und fur 30 Minuten bei 37°C inkubiert. M}O wurde eine Endkonzentration

von 100 pg/ml eingestellt.

2.5.3 Amplifikation der cDNA
Mittels einer Polymerase-Kettenreaktion (PCR) durdfie Tag-Polymerase

(temperaturstabile Polymerase ad$iermus aquaticys mit sequenzspezifischen
Primern wurde die cDNA-Amplifikation durchgefihB2as Temperaturprogramm sieht

folgenden Zyklus vor :
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Denaturierung 40 sec. 94°C
Primer-Annealing 40 sec. Temperatur primerdset
Primer-Extension 60 sec. 72°C

Zu Beginn wurde 5 Minuten bei 94°C denaturiertfagten standardmanig 35 Zyklen,
die mit 5 Minuten Endelongation abgeschlossen wurdgas Programm sieht eine

Deckelbeheizung mit 110°C vor.

PCR-Ansatz : 2,5 pul Primer 1 (10 puM)
2,5 pul Primer 2 (10 uM)
5,0 pl 10 x PCR-Mix (Gibco, mit Mgg)!
1,0 pl 20 mM dNTP-Mix
0,25 ul Tag-Polymerase (5 U/l)
38 ul HO
in 500 pl PCR-Ro6hrchen

Die Proben wurden dann in einem 1 %igen Agarose-@a EtBr (0,2 pg/ml) enthielt,
aufgetrennt. Die Agarose wurde erneut miDHhermisch in der Mikrowelle in 0,6 x
TEA-Puffer gelost. Ethidiumbromid (EtBr) wurde naélbkihlen der Losung auf ca.
60°C zugegeben. Anschlielend wurde die Losungrne &elkammer gegossen und
ausgehartet. Die elektrophoretische Auftrennungdeubei 100 V fur 30 Minuten
durchgefuhrt. Als Langenstandard diente ein BogainDNA-Molekulargewichts-
Standard VIII.

50 x TAE-Puffer : 242 g Tris
57,1 ml Essigsaure (100 %)
100 ml 0,5 M EDTA, pH=8,0

0,6 x TAE-Puffer : 6 ml 50 x TAE-Puffer mit dd,& ad 500 ml

6 x DNA-Ladepuffer : 30 % Glycerin in dd.8
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0,25 % Bromphenolblau
0,25 % Xylolcyanol FF

2.5.4 Primer
Vorwarts- und rtickwérts-PCR-Primer fur mdr-1 undpriir wurden von James Beck

(Universitatskinderklinik Tubingen) zur Verfugunggellt. Die Primer fur mrp-2, mrp-
3, mrp-4 und mrp-5 wurden bei MWG Biotech (Ebergp@rworben, die fir humanes

3-Aktin bei der Firma Biosource (Fleurus, Belgiebje Sequenzen der Primer und die

Lange des resultierenden Fragments sind in TaRellggefiuhrt.

Tabelle 2: Primersequenzen

Gen Primersequenz Nucleotitfe Lanpe
-1 vorwarts | 5-GGAGAGATCCTCACCAAGCG-3’ 2765-278'4229
rackwarts] 5"-GTTGCCAACCATAGATGAAGG-3" | 2973-2993
mrp-1 vorwarts | 5-CGTGTACTCCAACGCTGAC-3 2540-255'8326
rickwarts| 5-CTGGACCGCTGACGCCCGTGAC-3 2844-28(15
mip-2 vorwarts | 5'-CTGCCTCTTCAGAATCTTAG-3’ 4136-415'5241
rickwarts| 5"-CCCAAGTTGCAGGCTGGCC-3’ 4358-437p
mrp-3 vorwarts | 5-GATACGCTCGCCACAGTCC-3’ 3229-3247211
rickwarts| 5"-CAGTTGGCCGTGATGTGGCTG-3" | 3425-343P
mrp-4 vorwarts | 5'-CCATTGAAGATCTTCCTGG-3" 12-30 239
rickwarts| 5-GGTGTTCAATCTGTGTGC-3’ 233-250
mrp-5 vorwarts | 5-GGATAACTTCTCAGTGGG-3’ 4033-405()448
rickwarts] 5"-GGAATGGCAATGCTCTAAAG-3’ 4461-4480Q
vorwarts | 5-TGTTTGAGACCTTCAACACCC-3" | 409-429
B-Aktin rickwarts| 5"-AGCACTGTGTTGGCGTACAG-3’ 918-937 529
2.6 DurchfluRzytometrische Bestimmung der

Proteinexpression

Die Proteinexpression von P-gp und MRP1 der 12 m@maGliomzellinien wurde
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mittels DurchfluRzytometrie bestimmt. Dazu wurdeie @nonoklonalen Antikérper
MRK-16 (P-gp) und MRPrl1 (MRP1) verwendet (Den Betkal., 1997).

Zur Bestimmung der P-gp-Expression wurden jewej 0 16 Zellen entweder mit
dem spezifischen Antikdrper MRK-16 (25 pg/ml) odeit dem Maus-lgG2a-Isotyp-
Kontrollantikbrper (25 pg/ml) fur 60 Minuten bei @°inkubiert. Danach wurden die
Zellen 3-mal mit kaltem PBS (0,1% BSA) gewasched omit dem Phycoerythrin (PE)-
markierten Sekundarantikérper (Ziege anti-Maus) Vigitere 30 Minuten bei 4°C
inkubiert.

Da der MRPrl Antikérper an ein intrazellulares Bpitdes MRP1-Proteins bindet,
mul3ten die Zellen vor der Inkubation mit dem speecifen Antikbrper permeabilisiert
werden. Dazu wurden 5 x 4@ellen fiir 15 Minuten bei —20°C in 100%igem Metblan
inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen entwenhdr dem spezifischen Antikorper
MRPrl1 (2 pg/ml) oder mit dem entsprechenden Isétgpkorper (Ratte 1gG2a, 2
pg/ml) fur 60 Minuten bei Raumtemperatur inkubi®&tach dreimaligem Waschen mit
kaltem PBS wurde dann die Farbung mit dem Fluomesothiocyanat (FITC)-
markierten Sekundarantikorper (Anti-Ratte-1gG) dhgefihrt.

Die Fluoreszenzintensitat der Zellen wurde mit girigecton Dickinson FACSCalibur-
DurchfluRzytometer gemessen. Es wurden je Probdestens 20000 Zellen registriert.
Aus dem Quotienten der durchschnittichen Fluonesrdensitat der mit dem
spezifischen Antikorper gefarbten Zellen und detr seim Kontrollantikbrper gefarbten
Zellen wurde der spezifische Fluoreszenz Index)(8fechnet.

2.7 Quantifizierung der P-gp-Aktivitdt mittels Rhod amin-123
Transport

Die funktionelle Aktivitat von P-gp wurde mittelsed Messung des Rhodamin-123-
Transports bestimmt (Den Boer et al., 1997). Daatden zunachst 5 x 1@ellen fir 1

Stunde bei 37°C mit Rhodamin-123 (200 ng/ml) batad@anach konnten die Zellen
den Farbstoff fur 2 Stunden, entweder mit oder oBe&andlung mit einem P-gp-
Inhibitor (Verapamil 20 uM, PSC833 2 uM) heraussortieren. Dabei wird erwartet,
dal3 die Zellen bei vorhandener P-gp-Aktivitat dembistoff Rhodamin-123 aktiv raus
transportieren, d.h. Fluoreszenz-Intensitat veztietJnter Behandlung mit einem P-gp-

Inhibitor dagegen sollten diese Zellen auf einenhemo Fluoreszenzniveau bleiben.
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Bevor die Zellen dann mittels DurchfluRzytometriealysiert wurden, folgte noch ein
Waschschritt mit PBS. Die Anderungen der Fluorezr¢ensitat wurden mit einem
Becton Dickinson FACSCalibur DurchfluBzytometer @ssen. Der P-gp-
Aktivitatsindex wurde aus dem Quotienten der Flapemzintensitat mit und ohne P-

gp-Inhibitor errechnet.

2.8 Quantifizierung der MRP-Aktivitat mittels Fluor  escein-
Transport

Die funktionelle Aktivitat von MRP1 wurde durch Besmung der Fluorescein-
Akkumulation in An- und Abwesenheit des MRP-Inhiibg Indomethacin gemessen
(Roller et al., 1999).

Dazu wurden die Zellen auf 24-well-Kulturplattensgasat und fur 24 bis 48 Stunden
bis zur Konfluenz bei 37°C im Brutschrank gehalteann wurde den Zellen entweder
nur Fluorescein (100 pM) oder Fluorescein zusammmait verschiedenen
Konzentrationen des MRP-Inhibitors Indomethacin 2@, 100 pM) zugesetzt. Dabei
wird erwartet, daf sich die Zellen mit MRP-Aktivitdufgrund des Abtransports von
Fluorescein gegen die Farbung wehren und deshalb eamem niedrigen
Fluoreszenzniveau bleiben. Gibt man jetzt paraleen MRP-Inhibitor dazu, so a3t
sich bei vorhandener MRP-Aktivitat die Farbung ndieieren und eine
dementsprechende héhere Fluoreszenzintensitatiegrei

Nach 2 Stunden bei 37°C wurden Farbstoff und Intibentfernt und die Zellen
dreimal mit eiskaltem PBS gewaschen. Anschlie3emdi@n die Zellen fir 20 Minuten
auf Eis mit Lyse-Puffer (10 mM TRIS-HCI, 10 mM EDTA,2 % Triton X-100, pH
7,5) inkubiert. Mit einem CytoFluor 2350 Fluoreszemel3gerat (Millipore, Bedford,
MA, USA) wurde dann mit einer Exzitationswellenl&gon 485 nm und einer
Emissionswellenlange von 530 nm die Fluoreszenzsitii gemessen.

Der Aktivitatsindex wurde, nach Subtraktion des teigrunds (Fluoreszenz von
Medium alleine), erneut aus dem Quotienten aus-tEreszenzintensitat mit und ohne
MRP-Inhibitor berechnet.

2.9 Statistik

Alle Experimente wurden mindestens dreimal durchigef Der Zusammenhang
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zwischen P-gp/MRP-Proteinexpression, der P-gp/MRahdportaktivitdt und den
Inhibitor-Effekten wurde mittels des Korrelationgifizienten von Pearson bzw.
linearer Regression dargestellt. Zur Berechnungdemr je die Mittelwerte der
logarithmierten Werte aus den drei Experimentengaitinie herangezogen. Ein Effekt
der Inhibitoren auf die EC50-Werte der Zytostatikarde dadurch gezeigt, dal3 die
EC50-Werte in Anwesenheit mit den Werten in Abwésgindes Inhibitors mittels
eines 2-Stichproben-t-Tests verglichen wurden. rBgiltierenden p-Werte wurden pro
Zytostatikum durch die Bonferroni-Holm-Methode famultiples Testen korrigiert.
Danach wurden diejenigen Effekte, bei denen deelzégge p-Wert < 0,05 war, als
signifikant angesehen. Auch hier wurden die EC50t&/e/or den Berechnungen

logarithmiert, um eine Normalverteilung zu erhalten
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3 Ergebnisse und Diskussion

3.1 mRNA-Expression

Mittels RT-PCR wurde die mRNA-Expression von mdwid mrp-1 bis mrp-5 sowie
als Kontrolle fur die Qualitat der RNA von [3-Aktimtersucht (Abb. 2).

©
—
z
|

Abbildung 2 : mMRNA-Expression der MDR-Gene in 12rtamen Gliomzellinien

LN-18, T98G, LN-229 und LN-308 zeigten starke mdmRNA-Expression,
wohingegen LN-428 und U373MG nur geringe Expressiaigten. In U138MG,
U87MG, D247MG, LN-319, A172 und U251MG lag der nidmRNA-Gehalt unter
der Detektionsgrenze. T98G, LN-229, A172 und LN-32@&ten starke mrp-1-mRNA-
Expression. Schwachere mrp-1-Expression fand sichN-428, D247MG, U251MG
und U373MG. In LN-18, U138MG und U87MG liel3 sichuka mrp-1-mRNA
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nachweisen. Mrp-2-, mrp-3-, mrp-4- und mrp-5-mRNe&Q|sich jeweils in 4, 10, 6 und
10 von 12 Zellinien detektieren. Die als Ladekoltgrdurchgefiihrte Amplifikation von
3-Aktin-mRNA zeigt ein akzeptables Ergebnis. Zunsgehlu von Kontaminationen
wurde auch eine Wasserkontrolle durchgefihrt.

Far mdr-1 zeigt sich demnach eine sehr variabler&sgion bei 4 eindeutig positiven
und 8 eher negativen Zellinien, wohingegen sichiijp-1 ein abgestufteres Bild zeigt.
Fur zukUnftige Studien ist von den restlichen mgmnén vor allem mrp-3 interessant,
das in fast allen Zellinien eine starke mRNA-Expres zeigt. Da zum Zeitpunkt dieser
Arbeit aulRer fir P-gp und MRP1 keine Antikdrper rodmdere experimentelle
Werkzeuge, z.B. Expressionsplasmide oder pharmgisgioe Inhibitoren, zur
Verfiigung standen, beschréankten sich die Untersyggnuder restlichen mrp-Gene auf
die RT-PCR.
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3.2 Proteinexpression

Die Proteinexpression von P-gp (mdr-1) und MRP1 pfdy wurde mittels
DurchfluBzytometrie bestimmt. Abbildung 3 zeigt ey#arisch die Ergebnisse fir 4
Zellinien, jeweils eine mit hoher und eine mit mgeér P-gp-, bzw. MRP1-Expression.
Die gepunkteten Linien zeigen die Autofluoreszemrz dellen ohne Antikorper, die
dinnen Linien die Fluoreszenz mit dem Isotyp-Koi#mtikdrper, und die dicken

Linien zeigen das Signal mit dem spezifischen Airfler gegen P-gp oder MRP1.
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Abbildung 3 : DurchfluBzytometrische Analyse degi?-und MRP1-Proteinexpression in 4

exemplarischen Gliomzellinien

Der Quotient aus Fluoreszenzintensitat des spelzéis Antikbrpers und der des Isotyp-
Antikbrpers ergab den spezifischen Fluoreszenzind®FI, welcher der

Proteinexpression entspricht (Abb. 4 und 5).
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Abbildung 4 : P-gp-Proteinexpression der 12 Glioltiiden (je Zellinie die Ergebnisse von 3

unabhangigen Experimenten)
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Abbildung 5 : MRP1-Proteinexpression der 12 Gliohizien

Wie aus den PCR Daten zu erwarten, war die P-gpdsSspn in LN-18, T98G, LN-
229 und LN-308 am starksten. Die Proteindetektidgtteta Durchflu3zytometrie zeigte
sich als auRRerst sensitiv. Bei einigen Zelliniere, kkine mRNA-Expression zeigten,

fand sich jedoch Proteinexpression. Moglich waed} der Antikbrper neben P-gp ein
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weiteres Protein erkennt oder unspezifisch bindet.

Zu bedenken ist, daf3 die RT-PCR priméar der quad@atDetektion der entsprechenden
MRNA diente und nur eine eingeschréankte quantgafiussage zulafRt. Das mrp-1-
MRNA-Signal der U87MG-Zellen, zum Beispiel, war kadetektierbar, es zeigte sich
jedoch in der DurchfluRzytometrie MRP1-Proteinesgien und MRP-1-
Transportaktivitat.

Die Untersuchung von MRP2 bis 5 beschrankte si¢hdeuDetektion der mRNA, da
zum Zeitpunkt der Dissertation keine Antikorper wodandere experimentelle
Werkzeuge flr diese Proteine zur Verfiigung standen.

3.3 Transportaktivitat

Die funktionelle Aktivitat von P-gp und MRP1 wurdeittels des Transports zweier

Fluoreszenzfarbstoffe untersucht.
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Abbildung 6 : DurchfluBzytometrische Analyse deo&min-Transports (die diinne Kurve ganz links
stellt die ungefarbten Kontrollzellen dar, die zigailinne Kurve die gefarbten Zellen ohne P-gp-Ihdribi

und die dicke Kurve die gefarbten Zellen mit P-ghilhitor)
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Abbildung 6 zeigt beispielhaft die Messungen detiitat von P-gp an zwei Zellinien,
Abbildung 7 zeigt die Ergebnisse von zwei MRP-Ak#itsmessungen.
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Abbildung 7 : Fluorometrische Bestimmung der MRHGivitéat (exemplarische Darstellung der MRP1-
positiven Zellinie T98G, die unter Zugabe des MRRibitors Indomethacin mehr Fluorescein aufnimmt

und mit der Fluoreszenzintensitat ansteigt, undwieP1-negativen Linie LN-229, je 3 MelRwerte)
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Wie im Kapitel Material und Methoden beschriebenyae daraus fir alle Zellinien ein
Aktivitatsindex fiur P-gp und MRP1 errechnet, derAhbildung 8 und 9 fir alle 12

Zellinien dargestellt wurde.
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Abbildung 8 : P-gp-Aktivitat der 12 Gliomzellinien
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Abbildung 9 : MRP1- Aktivitat der 12 Gliomzellinien
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Dabei ergab sich eine positive Korrelation zwischergp-Proteinexpression und
Aktivitat (Pearsonscher Korrelationskoeffizient=D.8n=12) und zwischen MRP1-
Proteinexpression und Aktivitdt (Pearsonscher HKatienskoeffizient=0.76, n=12)

(Abbildung 10).

Fur mogliche diagnostische Zwecke erscheint, trgtger Korrelation mit der

Proteinexpression, die Transportaktivitat der soliste Marker zu sein, da sie der
biologischen Bedeutung der beiden Transportprotamenachsten steht. So wéare die
pratherapeutischeex vivoUntersuchung von Tumorzellen auf MDR-Aktivitat ein
moglicherweise aussichtsreicher Versuch, Patientka, von einer Chemotherapie

profitieren, von denen, die nicht profitieren, zuterscheiden.

Mean(log(P-gp-Transport))
Mean(log(MRP1-Transport))

I | I | I |
1 2 3 4 5 .6 7

Mean(log(P-gp-Protexpression)) Mean(log(MRP1-Protexpression))

Abbildung 10 : Korrelation zwischen Proteinexpreasiind Transportaktivitat
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3.4 Sensibilisierung gegentber Zytostatika durch MD R-
Inhibitoren

Um die biologische Bedeutung von P-gp und MRP1daei Chemoresistenz maligner
Gliome zu klaren, wurden die 12 humanen Gliomzein mit ansteigenden

Konzentrationen von 8 verschiedenen ZytostatikalenAn- oder Abwesenheit von P-
gp- oder MRP-Inhibitoren, behandelt.

Als P-gp-Inhibitoren wurden Verapamil und PSC 8&3wendet, zur MRP-Inhibition

kamen Indomethacin und Probenecid zum Einsatz.s€ipi Dosis-Wirkungs-Kurven

sind in Abbildung 11 exemplarisch dargestellt.
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Abbildung 11 : Auswirkungen der MDR-Inhibition adile Vincristin-Sensibilitat (Uberlebenskurven
ohne MDR-Inhibitor, mit 2 pM, bzw. 20 uM Veraparailer 4 uM, bzw. 20 uM Indomethacin)

Aus diesen Kurven wurden fur die jeweiligen Zelinj Zytostatika und Inhibitoren



44 3 Ergebnisse und Diskussion

EC50-Werte berechnet und in Tabelle 3 zusammergjefderapamil beeinflu3te in
mindestens 6 der 12 Zellinien die EC50 Werte flincYstin, Doxorubicin und
Teniposid. Taxol wurde in seiner Wirkung nur in dégllinien mit der héchsten P-gp-
Transportaktivitat (LN-18, LN-229. LN-308) beeinftt Topotecan und Cisplatin
wurden durch Verapamil nur schwach und nur in @nigvenigen Zellinien in ihrer
Wirkung beeinflul3t. Gemcitabin und CCNU wurden duierapamil nicht in ihrer
Wirkung verstarkt. Insgesamt bestand ein signifigan Einflud@ der P-gp-
Transportaktivitat auf den Verapamil-Effekt (p=R)0Bestimmtheitsma*=0.64,
Abbildung 12). Hier zeigt sich, dal® die Aktivitahes MDR-Transporters ein guter
pradiktive Marker fur die zu erwartende Sensikglisng gegenlber Zytostatika ist,
wenn dieser mittels Pharmaka inhibiert wird.

Die Inhibition von MRP durch Indomethacin verursiaclkine starkere Wirkung von
Vincristin, Doxorubicin und Teniposid. Die Eigensften von Taxol, Teniposid,
Cisplatin, Gemcitabin und CCNU blieben unbeeinfldBtch Indomethacin. Auch hier
zeigte sich ein signifikanter Einflull der MRP-Trpodaktivitat auf den Indomethacin-
Effekt (p=0.0007,R?=0.70, Abbildung 12). In Vorversuchen zeigte Prafmd, ein
weiterer MRP-Inhibitor, ahnliche Ergebnisse. Diedatersuchungen wurden aber

aufgrund der hoheren Eigentoxizitat von Probeneibt weiter verfolgt.
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Abbildung 12 : Regression des Inhibitor-Effektes ded Transportaktivitat (Regressionsgleichung
log(Vera-Effekt)=0.48 + 2.4 * log(P-gp-Transportaftt), bzw. log(Indo-Effekt)= -0.25 + 1.93 *
log(MRP1-Transportaktivitat))
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Tabelle 3 : Mittelwerte der logarithmierten g&Verte aus je drei Experimenten fur 8 Zytostatikd 2
Gliomzellinien +/- Standardfehler (chne MDR-Inhdit mit 20 uM Verapamil und mit 20 uM
Indomethacin, * p<0,05)

Vincristin [nM] Doxorubicin [nM] Teniposid [nM] Taal [nM]
LN-18 1,87 +/- 0,02 2,14 +/- 0,03 2,76 +/- 0,02 2,36 +/0,02
+ Verapamil o9 +/- 0,03+ 1,62 +/- 0,02* 2,26 +- 0,02* 1,49 +/-0,01*
* Indomethacin 4 g 4. 0,03 1,95 +/- 0,02* 259 +- 0,03 236 +40,02
U138MG 1,70 +/- 0,02 2,23 +/- 0,02 2,73 +- 0,02 2,36 +/0,03
+Verapamil 1 34 4. 0,02+ 1,86 +/- 0,02* 2,59 +/- 0,02 2,41 +/0,01
+ Indomethacin 4 454/, 0 02+ 1,90 +/- 0,02* 259 +- 0,03 2,32 +0,02
U87MG 1,45 +/- 0,03 2,28 +- 0,02 2,92 +- 0,02 1,92 +/0,03
+ Verapamil 7 oo +/- 0,02+ 1,90 +/- 0,03* 2,81 +- 0,02 1,93 +/0,02
+ Indomethacin ; o7 4/ 04+ 1,83 +/- 0,03* 2,58 +- 0,02* 1,92 +/-0,02
LN-428 1,44 +/- 0,03 2,43 +/- 0,00 2,74 +- 0,02 1,95 +/0,03
+ Verapamil ¢ 78 +/- 0,02+ 2,23 +/- 0,03* 2,59 +/- 0,01* 1,83 +/-0,02
+ Indomethacin 4 44 4/. (03 2,38 +/- 0,02 2,70 +- 0,01 1,96 +40,03
D247MG 1,65 +/- 0,02 2,46 +/- 0,02 3,88 +/- 0,02 1,83 +/0,03
+ Verapamil 1 o8 4. 0,03+ 2,36 +/- 0,02 3,08 +- 0,01 1,83 +/0,03
+ Indomethacin y 57 /. 03 2,20 +/- 0,03* 3,90 +- 0,02 1,81 +40,03
T98G 1,80 +/- 0,02 2,63 +/- 0,02 3,04 +/- 0,02 1,65 +/0,02
+ Verapamil 33 4. 0,25+ 1,87 +/- 0,02* 2,46 +- 0,02* 1,55 +/-0,03
+ Indomethacin 4 o7 4/, 0 04+ 232 +/- 0,03* 271 +- 0,02* 1,62 +/-0,02
LN-319 1,49 +/- 0,03 2,57 +/- 0,03 3,00 +- 0,03 2,20 +/0,03
+Verapamil 0 46 +/- 0,04* 2,34 +/- 0,02* 2,82 +- 0,03* 2,03 +/-0,02
+ Indomethacin y 35 4/, g 02 2,46 +/- 0,01 298 +- 0,02 2,11 +40,03
LN-229 1,32 +/- 0,02 2,36 +/- 0,02 3,14 +- 0,02 2,00 +/0,02
+Verapamil g 01+/- 0,08+ 2,14 +/- 0,03* 3,14 +- 0,02 1,63 +/0,03*
+ Indomethacin 4 534/ 003 211 +/- 0,03* 2,88 +- 0,02* 1,98 +/-0,02
Al72 1,48 +/- 0,03 2,08 +/- 0,02 3,17 +- 0,02 1,88 +/0,02
+ Verapamil 1 og 4/ 0,02+ 1,75 +/- 0,02* 3,11 +/- 0,03 1,91 +/-0,01
+ Indomethacin 4 55 /. 03+ 1,76 +/- 0,03* 2,90 +- 0,02* 1,76 +/-0,02
U251IMG 1,34 +/- 0,01 1,92 +/- 0,02 2,40 +- 0,02 1,60 +/0,02
+ Verapamil 77 4. 0,04+ 1,62 +/- 0,03* 2,08 +- 0,02* 1,50 +/-0,02
+ Indomethacin g 95 4/, 0 03* 1,46 +/- 0,03* 2,15 +- 0,02* 1,60 +/-0,01
U373MG 1,53 +/- 0,02 2,25 +/- 0,03 2,63 +/- 0,02 2,15 +/0,02
+ Verapamil g g9 +/- 0,05+ 1,83 +/- 0,02* 2,49 +/- 0,02 2,15 +/0,02
+ Indomethacin 4 144/, 0 03+ 1,99 +/- 0,03* 252 +- 0,02 220 +40,02
LN-308 2,15 +/- 0,02 2,76 +/- 0,00 3,08 +- 0,02 2,79 +/0,02
+Verapamil g4 +/- 0,04* 2,20 +/- 0,02* 2,73 +- 0,02* 2,04 +/-0,02

+ Indomethacin 4 g5 4/. 03+ 2,64 +- 0,02 2,73 +/- 0,01 278 +/-0,02
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Cisplatin [uM] Topotecan[nM] Gemcitabin [nM] CCNUM]
LN-18 0,63 +/-0,01 2,38+/- 0,00 1,32+/-0,05 2,85+/-0,03
+Verapamil  g50 +.0,02*  242+/-0,00 1,33+/-0,05 2,77+/-0,03
+ Indomethacin g 55 479 0o 2,30+/- 0,00 1,32+/-0,03 2,81+/-0,02
U138MG 0,71 +/0,01 1,92+/- 0,02 3,08+/-0,02 2,60+/-0,03
+Verapamil 71 4+/-0,03 2,01+/- 0,02 3,27+/-0,06 2,62+/-0,03
+ Indomethacin g 69 110,04 1,75+/- 0,02 3,08+/-0,03 2,59+/-0,04
U87MG 1,18 +/-0,02 1,89+/- 0,02 1,26+/-0,03 2,87+/-0,01
+ Verapamil 1 o9 4+/.0,03 1,94+/- 0,02 1,29+/-0,02 2,93+/-0,02
* Indomethacin 1 51 11003 1,90+/- 0,01 1,26+/-0,03 2,87+-0,03
LN-428 1,00 +/-0,02 2,48+/- 0,00 1,45+/- 0,04 2,77+/-0,03
+ Verapamil 95 4+/.0,02 2,50+/- 0,00 1,50+/-0,03 2,69+/-0,02
* Indomethacin 1 59 170,01 2 45+/- 0,00 1,46+/-0,04 2,61+/-0,02
D247MG 1,28 +/-0,01 3,84+/- 0,02 4,11+/-0,02 2,72+/-0,02
+Verapamil 7 35 4/.0,01 3,82+/- 0,02 4,17+/-0,03 2,77+/-0,03
+ Indomethacin 4 37 4/ 02 3,83+/- 0,02 4,08+/-0,03 2,74+/-0,03
T98G 1,72 +/-0,03 2,48+/- 0,02 1,80+/- 0,04 3,00+/-0,03
+Verapamil 1 g5 4+/.0,02 2,36+/- 0,02 1,87+/-0,04 3,04+/-0,02
+ Indomethacin 1 74 470 02 2,96+/-0,04*  1,93+/-0,03 3,00+/-0,02
LN-319 0,96 +/0,01 3,81+/- 0,02 3,97+/-0,02 2,74+/-0,02
+Verapamil  gg>  4+/001*  3,86+/-0,02 3,97+/-0,03 2,73+/-0,03
+ Indomethacin o 99 470,02 3,82+/- 0,02 4,08+/-0,03 2,76+-0,01
LN-229 0,78 +/-0,01 1,88+/- 0,02 1,30+/-0,02 2,45+/-0,03
+Verapamil 100 +/.0,03*  1,93+/-0,02 1,76+/-0,11 2,39+/-0,04
+ Indomethacin g 91 470,03 1,88+/- 0,02 1,30+/-0,05 2,41+1-0,04
Al72 1,42 +/-0,02 2,28+/- 0,03 1,84+/-0,03 2,70+/-0,02
+Verapamil 7 41 4/.0,02 2,34+/- 0,03 1,93+/-0,04 2,70+/-0,03
+ Indomethacin 1 49 17002 2,18+/- 0,02 1,76+/-0,03 2,70+/-0,03
U251IMG 0,12 +/-0,03 1,30+/- 0,02 1,26+/-0,05 2,08+/-0,02
+Verapamil 909 +/:0,01 1,27+/- 0,02 1,24+/-0,03 2,25+/-0,03
+ Indomethacin ¢ 53 4+/.0,01 1,30+/- 0,02 1,31+/-0,02 2,14+/-0,03
U373MG 0,18 +/-0,04 1,57+/- 0,01 2,72+/-0,03 2,67+/-0,04
+Verapamil 17  4+/.0,02 1,58+/- 0,02 3,22+/-0,07 2,68+/-0,04
+ Indomethacin g 15 470,04 1,56+/- 0,03 2,77+/-0,03 2,70+/-0,03
LN-308 1,14 +-0,03 3,11+/- 0,02 2,74+/-0,02 2,51+/-0,04
+Verapamil 1 18 4+/.0,02 3,09+/- 0,02 3,28+/-0,10 2,46+/-0,02
* Indomethacin 1 19 470,02 2,94+/-0,03 2,75+/-0,03 2,52+/-0,02
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3.5 Vergleich mit anderen molekularen Parametern

SchluRendlich wurden die erhobenen Daten zum MD&abtyp der 12 humanen
Gliomzellinien mit denen im Labor fur Molekulare We-Onkologie der
Neurologischen Klinik bereits erhobenen Daten zupopgtose und Zellzyklus-
Regulation verglichen (Weller et al., 1998; Wickaét 1999). Insbesondere fragten wir
uns, ob die P-gp- oder MRP-Expression oder Aktivitiid die Modulation der
Zytostatikawirkung durch Verapamil oder Indomethaonit dem genetischen oder
funktionellen p53-Status, dem pl6/CDK-4-Status, deéfEN-Status oder der bcl-2-
Expression korreliert. Diese Vergleiche bliebenomgd ohne biologisch relevante

Ergebnisse.
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3.6 MDR-Mechanismen bei humanen zerebralen Endothel zellen

Um der Bedeutung der Blut-Hirn-Schranke bei der r@diberapie von Hirntumoren
gerecht zu werden, wurde die humane zerebrale Beldetlinie SV-HCEC auf MDR-
Mechanismen untersucht. Die RT-PCR zeigte, dalEd@othelzellen mdr-1, mrp-1,
mrp-2 und mrp-4, aber nicht mrp-3 und mrp-5 expemr@n. In der Durchflu3zytometrie
zeigten sie im Vergleich zu den Gliomzellinien cgchnittliche P-gp und MRP1-
Proteinexpression (Abbildung 13).
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Abbildung 13 : P-gp- und MRP1-Proteinexpression anen zerebraler Endothelzellen

Im Gegensatz dazu war die P-gp-Aktivitat im Rhodafiansport-Test mit einem
Index von 4,3 héher als in allen Gliomzellinien @Ndung 14). Die MRP-Aktivitat lag

im oberen Bereich der 12 Gliomzellinien.
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Abbildung 14 : P-gp- und MRP1-Aktivitat humanereaeraler Endothelzellen (zur Erklarung siehe Abb.

6 und 7)

Wie erwartet verstarkte Verapamil die zytotoxisché&iffekte von Vincristin,

Doxorubicin und Teniposid, nicht aber die der aepdeZytostatika. Indomethacin

sensibilisierte die Endothelzellen dagegen nur kagegeniber Zytostatika. Dem liegt

eventuell die hohe P-gp-Aktivitat zu Grunde, diee d{apazitdt hat eine MRP1-

Inhibition zu kompensieren.
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3.7 Einflud von p53 auf die P-gp/MRP1-Expression un d -
Funktion

Zwischen dem Verlust des Wildtyp-p53-Status und éduisition eines MDR-
Phanotyps, zwei vermeintlich zentrale Faktoren dei Therapieresistenz humaner
Gliome, besteht moglicherweise ein ZusammenhanggiliisHinweise, dal3 Wildtyp-
p53 die Expression von mdr-1 und mrp-1 hemmt. Urabakkdnnte mutantes p53 die
Expression nicht nur frei geben, sondern evtl. sagaatzlich, im Sinne einegin of
functionPhanotyp, férdern. Deshalb wurden 5 der 12 hum&iemzellinien mit dem
murinen, temperatur-sensitiven p53” transfiziert. Dieses mutante p53 verhélt sich
dominant-negativ tUber Wildtyp-p53 bei 38,5°C undnmt bei 32,5°C zahlreiche
Eigenschaften von Wildtyp-p53 an (Naumann et é@98). Die 5 Zellinien (LN-18,
U87MG, T98G, LN-229, LN-308) wurden anhand ihre848atus ausgewahlt (Tabelle
4). Zur Kontrolle wurden die Zellen mit dem gleichBlasmid ohne p53, also nur mit
der Hygromycinresistenz transfiziert. Schlieflichrde nach 48 Stunden Inkubation bei

der jeweiligen Temperatur der P-gp- und MRP1-Stathsben.

3.7.1 Beeinflussung von P-gp durch Wildtyp-p53
Nach 48 Stunden bei 32,5°C wurden die P-gp-Protpimession und die P-gp-Aktivitat

der 5 Zellinien mittels Durchflul3zytometrie gemeass®abei zeigten sich bei zwei
Zellinien (LN-18 und LN-308) niedrigere Werte alsi lnlen Kotrolltransfektanten. Zwei
weitere Zellinien (U87MG und LN-229) blieben unb#aildt, wahrend bei der Zellinie
T98G die Uberexpression von p&%” zu einer erhéhten P-gp-Aktivitat fiihrte (Tabelle

4). Diese Veranderungen zeigten sich jedoch unajpaom endogenen p53-Status.

3.7.2 Beeinflussung von P-gp durch mutantes p53
Bei 38,5°C steigerte die p53™* Expression die P-gp-Expression und Aktivitat in 3

von 5 Zellinien (UB7MG, T98G, LN-229), senkte sedgch in den ulbrigen beiden
Zellinien (LN-18, LN308) (Tabelle 4).
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Tabelle 4 : Einflul? von p53 auf die Expression itivitat von P-gp (Mittelwerte der logarithmierten

Daten aus je drei Experimenten +/- Standardfehler)

. i . P-gp- P-gp-
Temperatur Zellinie p53-Status Transfektion Expression  Aktivitat
hygro 1,00 +/- 0,05 0,88 +/- 0,08
LN-18  mutant
p53/13A 0,45 +/- 0,04 0,54 +/- 0,00
_ hygro 0,44 +/-0,02 0,18 +/- 0,01
U87MG wildtyp
p53/13A 0,42 +/- 0,03 0,16 +/- 0,01
hygro 0,17 +/- 0,02 0,21 +/- 0,01
32,5°C T98G mutant
p53/13A 0,20 +/- 0,02 0,39 +/- 0,01
hygro 0,70 +/-0,04 0,32 +/- 0,02
LN-229 wildtyp V135A
p53 0,63 +/-0,04 0,29 +/- 0,02
_ hygro 0,72 +/-0,04 0,67 +/- 0,02
LN-308 deletiert
p53/13A 0,60 +/- 0,02 0,39 +/- 0,03
hygro 1,27 +/- 0,03 0,91 +/- 0,08
LN-18  mutant
p53/13A 0,89 +/- 0,00 0,70 +/- 0,01
_ hygro 0,24 +/-0,02 0,15 +/- 0,01
U87MG wildtyp
p53/13A 0,45 +/- 0,04 0,31 +/- 0,03
hygro 0,17 +/- 0,02 0,15 +/- 0,01
38,5°C T98G mutant
p53/13A 0,25 +/- 0,02 0,25 +/- 0,02
hygro 0,75+/-0,07 0,36 +/- 0,03
LN-229 wildtyp V135A
p53 0,81 +/-0,00 0,51 +/- 0,02
_ hygro 0,85 +/-0,07 0,73 +/- 0,03
LN-308 deletiert
p53/13A 0,76 +/- 0,00 0,69 +/- 0,04

3.7.3 Beeinflussung von MRP1 durch Wildtyp-p53
Die Expression und Aktivitat von MRP1 wurde durdh Expression von p53°* bei

32,5°C in 3 von 5 Zellinien (U87MG, T98G, LN-229gieigert, blieb aber in den
anderen beiden Zellinien (LN-18, LN-308) unverand€&abelle 5). Wie bei P-gp zeigte
sich kein Zusammenhang zwischen den Veranderungendem endogenem p53-

Status.
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3.7.4 Beeinflussung von MRP1 durch mutantes p53
Auch auf die MRP-Expression und -Aktiviat hatte digpression von p53*** bei

38,5°C heterogene Effekte. So reduzierte sich diPNExpression und Aktivitét in LN-

18 Zellen. In T98G und LN-229 Zellen flhrte sie dgmmenliber zu gesteigerter MRP-

Expression und -Aktivitat (Tabelle 5).

Tabelle 5 : Einflul? von p53 auf die Expression iktivitat von MRP1 (Mittelwerte der logarithmierten

Daten aus je drei Experimenten +/- Standardfehler)

. . MRP- MRP-
Temperatur Zellinie P53-Status Transfektion Expression  Aktivitit
hygro 0,54 +/- 0,04 0,28 +/- 0,01
LN-18 mutant
p53/135A 0,56 +/- 0,03 0,24 +/- 0,02
_ hygro 0,40 +/-0,03 0,26 +/- 0,00
U87MG wildtyp
p53/135A 0,53 +/- 0,05 0,34 +/- 0,02
hygro 0,88 +/-0,03 0,54 +/- 0,04
32,5°C T98G mutant
p53/135A 1,13 +/-0,01 0,75 +/- 0,04
_ hygro 0,26 +/-0,01 0,18 +/- 0,00
LN-229 wildtyp
p53/135A 0,36 +/- 0,01 0,24 +/- 0,02
_ hygro 0,68 +/- 0,07 0,30 +/- 0,02
LN-308 deletiert
p53/135A 0,65 +/- 0,00 0,37 +/- 0,01
hygro 0,59 +/- 0,04 0,36 +/- 0,02
LN-18 mutant
p53/13oA 0,47 +/-0,01 0,30 +/- 0,02
_ hygro 0,55 +/- 0,03 0,29 +/- 0,01
U87MG wildtyp
p53/13oA 0,52 +/-0,04 0,28 +/- 0,01
hygro 0,96 +/- 0,08 0,62 +/- 0,05
38,5°C T98G mutant —
p53/1% 1,05 +/-0,08 0,67 +/- 0,01
hygro 0,23 +/- 0,00 0,14 +/- 0,01
LN-229  wildtyp o
P53’ 0,45 +/- 0,04 0,20 +/- 0,01
, hygro 0,73 +/-0,03 0,31 +/- 0,02
LN-308 deletiert
p53/13HA 0,73 +/-0,02 0,35 +/- 0,01
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3.7.5 EinfluB wvon p53 auf die Vincristin-Sensibilit ~a  humaner
Gliomzellinien

SchlieB3lich wurde auch die Modulation der Gliomzefisitivitat fir Vincristin durch
p53"**** bei 32,5°C und 38,5°C untersucht.

Bei 32,5°C induzierte p53** dramatische Resistenz gegeniiber Vincristin in d 50
Zellinien, wahrend LN-308 Zellen sensibilisiert wlen (Tabelle 6). AuRerdem wurde
untersucht, inwieweit p53** die Fahigkeit von Verapamil und Indomethacin, die
Vincristinsensitivitat zu verstarken, beeinfluRt.eiB32,5°C senkte p%%*°* die
sensibilisierenden Effekte von Verapamil verglichait den Kontrolltransfektanten
(hygro) unter gleichen experimentellen BedingundenGegensatz dazu hatte g53*
kaum Effekte auf die Wirkung von Indomethacin (Tilb&). Zu bedenken ist dabei,
dal3 Indomethacin per se nur Effekte in T98G Zeleigte, passend zur hohen MRP-
Expression dieser Zellinie.

Bei 38,5°C erhohte p8%*™* die Vincristin-Empfindlichkeit in allen Zellen, gech mit
Abstand am deutlichsten in LN-308. AufRerdem vekstap53%>* die Eigenschaft von
Verapamil, die Vincristin-Empfindlichkeit zu erhdmein 4 von 5 Zellinien, senkte
diese jedoch in T98G Zellen. Die Effekte von Indtmaein blieben bei 38,5°C

weitgehend unverandert.
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Tabelle 6 : Einflu? von p53 auf die Vincristin-S#milgat humaner Gliomzellinien und auf die P-gp-

Inhibition durch Verapamil (Mittelwerte der logdnhierten Daten aus je drei Experimenten +/-

Standardfehler, Verapamil-Effekt=logarithmierterd@iant aus EC50 ohne und mit Verapamil)

Temperatur Zellinie Transfektion (Erl%ﬂg Vincristin E%Q/Z'rgggfn“ﬂ' Y;&ZE? mil
LN.18 hygro 1,85 +/- 0,16 0,64 +/- 0,06 1,21
p53/134 2,64 +/- 0,04 1,98 +/- 0,09 0,65
USTMG hygro 1,35 +/- 0,02 0,85 +/- 0,08 0,51
p53/134 1,93 +/- 0,18 1,49 +/- 0,14 0,45
225°C 168G hygro 0,90 +/- 0,06 -2,00 +/- 0,06 2,88
p53/134 >3,08 >3,08 n.d.
| N.29 hygro 1,19 +/- 0,01 0,22 +/- 0,02 0,97
p53/134 1,88 +/- 0,10 1,37 +/- 0,03 0,51
L N.308 hygro 1,11 +/- 0,05 -1,45 +/- 0,05 2,56
p53/134 0,64 +/- 0,01 -1,46 +/- 0,09 2,11
LN.18 hygro 2,16 +/- 0,21 0,93 +/- 0,01 1,23
p53/134 1,96 +/- 0,14 0,37 +/- 0,03 1,59
USTMG hygro 1,73 +/- 0,09 0,90 +/- 0,09 0,83
p53/134 1,64 +/- 0,03 0,49 +/- 0,02 1,15
38.5°C T98G hygro 1,65 +/- 0,14 -0,67 +/- 0,01 2,32
p53/13A 1,63 +/- 0,09 0,42 +/- 0,03 1,20
L N-229 hygro 1,27 +/- 0,12 -0,05 +/- 0,00 1,31
p53/13A 1,23 +/- 0,12 -0,39 +/- 0,04 1,62
L N-308 hygro 2,40 +/- 0,04 0,64 +/- 0,02 1,76
p53/134 1,68 +/- 0,02 -0,68 +/- 0,06 2,35
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Tabelle 7 : Einflu? von p53 auf die Vincristin-S#nilgat humaner Gliomzellinien und auf die MRP-
Inhibition durch Indomethacin MRP1 (Mittelwerte degarithmierten Daten aus je drei Experimenten
+/- Standardfehler, Indomethacin-Effekt=logarithrtée Quotient aus EC50 ohne und mit Indomethacin)

Temperatur Zellinie Transfektion VirIIEcCr:issotin Vincﬁgtg}?l mi_t IndoEr?feétl?tacin-
(nM) Indomethacin
LN-18 hygro 1,85 +/- 0,12 1,77 +/-0,05 0,09
p53/134 2,64 +/-0,08 2,54 +/-0,03 0,10
UBTMG hygro 1,35 +/- 0,08 0,92 +/- 0,04 0,43
p53/134 1,93 +/-0,06 1,75+/-0,11 0,18
32.5°C T98G hygro 0,90 +/- 0,08 -1,77 +/- 0,11 2,67
p53/13%A >3,08 >3,08 n.d.
L N.229 hygro 1,19 +/- 0,07 0,77 +/-0,06 0,41
p53/134 1,88 +/- 0,03 1,88 +/-0,06 0,00
L N.308 hygro 1,11 +/- 0,05 1,02 +/-0,05 0,09
p53/134 0,64 +/-0,05 0,51 +/-0,03 0,13
LN-18 hygro 2,16 +/- 0,11 2,11 +/-0,15 0,05
p53/134 1,96 +/- 0,03 1,95 +/-0,04 0,02
UBTMG hygro 1,73 +/- 0,04 1,35+/-0,05 0,38
p53/13°A 1,64 +/-0,05 1,34+/-0,01 0,30
38.5°C T98G hygro 1,65 +/- 0,04 -1,33 +/- 0,02 2,97
p53/13°A 1,63 +/-0,00 -1,20 +/- 0,06 2,83
L N.229 hygro 1,27 +/- 0,03 1,19 +/- 0,04 0,08
p53/13°A 1,23 +/-0,05 0,11 +/-0,01 0,18
L N.308 hygro 2,40 +/- 0,08 2,36 +/- 0,18 0,04
p53/13°A 1,68 +/-0,09 1,64 +/-0,06 0,04
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4 Zusammenfassung

Die molekularen Mechanismen der Resistenz maligr@liome gegenlber
Chemotherapie sind nicht geklart. Bisher wurde kBarameter gefunden, der die
Subgruppe an Patienten identifiziert, die von deer@otherapie profitieren. Trotz vieler
Jahre der Forschung zur Bedeutung des MDR-Mechaidrai der Therapieresistenz
maligner Hirntumoren, ist diese Frage nur ungendderantwortet.

Die vorliegende Arbeit liefert eine systematischeaalse des MDR-Ph&nomens in
einer grof3en reprasentativen Gruppe humaner malgin@mzellinien. Die Expression
von mdr-1/P-gp und mrp-1/MRP1 wurde auf mRNA- umdt@®nebene mittels RT-PCR
und DurchfluBzytometrie und auf funktioneller Ebemétels Fluoreszenz-Transport
untersucht. AuRerdem wurde mittels P-gp/MRP-Inbileib die Moglichkeit untersucht,
in vitro die Chemosensitivitdt maligner Gliomzellen zu \@rsen. Es hat sich gezeigt,
dal3 die meisten Gliomzellinien entweder Uber Pager MRP-Aktivitdt oder beides
verfigen und auf die Hemmung der P-gp/MRP-Aktivitdt erhdhter Sensitivitat fur
spezifische Zytostatika reagieren. Das SpektrumZgérstatika, deren Wirkung durch
P-gp- oder MRP-Inhibitoren potenziert wird, besgjé#i frihere Arbeiten an nicht-
glialen Zellen. Frihere Untersuchungen, die zeigtiafd Verapamil die Toxizitat von
Nitrosoharnstoffen beeinflu3t, wurden nicht begtatDes weiteren wurden neue Daten
zur mRNA-Expression von mrp-2, mrp-3, mrp-4, mrpaShumanen Gliomzellinien
gezeigt. Die biologische Bedeutung dieser Datenatieder weiteren Klarung in
Folgearbeiten. Zum Zeitpunkt der Durchfiihrung diesebeit existierten jedoch keine
experimentellen Werkzeuge fur weiterfihrende Untelnsingen. Obwohl die Spezifitat
verschiedener MDR-Antikorper und deshalb die Bedegitdes MDR-Ph&nomens in
Gliomen angezweifelt wurde, zeigt die gute Korrielazwischen mRNA- und Protein-
Expression als auch der Transportaktivitdat zusammeirden deutlichen Effekten der
pharmakologischen P-gp/MRP-Hemmung auf die Zytstampfindlichkeit, dal3 eine
biologische Bedeutung des MDR-Phanomens fur hurGdioene besteht.
Ubereinstimmend mit friiheren immunhistochemischebeien an malignen Gliomen
zeigt sich auch in der vorliegenden Arbeit, da@zsle Endothelzellen vermutlich eine
wichtige Rolle beim MDR-Phanotyp dieser Tumorenekgn. Hohe P-gp- und MRP-

Transport-Aktivitat wurde in der humanen zerebraEndothelzellinie SV-HCEC
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gefunden. Deshalb ist es sehr wahrscheinlich, dalzerebralen Endothelzellen der
Blut-Hirn-Schranke, durch die Expression von MDRafisportern, die erste und
zentrale Hirde fur Zytostatika auf dem Weg sowaokl Tumorgewebe als auch in das

gesunde Hirngewebe darstellen.

Zwischen dem Verlust von Wildtyp-p53-Aktivitat undem Auftreten des MDR-
Phanotyps, zweier offensichtlicher Schlisselfakiater Resistenz bdsartiger Tumoren
gegenuber Zytostatika, besteht eventuell ein Zusamhiang. Wildtyp p53 soll mdr-1,
das Gen fur P-gp, und auch mrp-1, das Gen fur MRepkimieren. Aul3erdem besteht
die Mdoglichkeit, da? mutantes p53 nicht nur seinigdixp-Aktivitat verliert und die
Wirkung des Wildtyp-Allels dominant negativ hemmtndern, im Sinne eingmin of
functionPhanotyps, einen direkt aktivierenden Effekt aigf ldeiden MDR-Gene und
damit auf die Expression und Aktivitdt der entspeswlen Proteine ausiubt. Zur
Untersuchung dieses Zusammenhangs haben wir 52dgellinien anhand ihres p53-
Status ausgewahlt und mit einem temperatursensitpE8-Plasmid transfiziert. Das
durch dieses Plasmid kodierte Pp53* nimmt bei 32,5°C Wildtyp-Charakter an und
verhalt sich bei 38,5°C dominant negativ Uber eedeg Wildtyp-p53. Als Kontrolle
wurden die Zellen parallel mit einem Plasmid traneft, das nur die Hygromycin-
Resistenz enthalt. Hier zeigte sich, dal3 bereitSdmperaturunterschied von 6°C zum
Teil deutliche Effekte hat und deshalb die Ergesmider p53-Transfektanten sorgfaltig
betrachtet werden miissen. Diese wurden zunachsti@xpression und Aktivitat von
P-gp und MRP bei 32,5°C und 38,5°C untersucht. Ales8end wurde auch der
Einflul auf die Vincristin-Sensibilitat und auf dieffekte der P-gp- und MRP-
Inhibitoren getestet. Zusammenfassend lalt sicersadpld es fur P-gp und auch fur
MRP keine einheitlichen Effekte gab. Auch vor demtergrund der unterschiedlichen
p53-Ausstattung der 5 Zellinien lies sich kein siskiges Modell des Einflusses von
p53 entwerfen. FUr P-gp scheint sich am ehestem magativ-regulatorische Rolle zu
bestatigen, wahrend p53 fir die Regulation von MRRE untergeordnete Rolle zu
spielen scheint. Hier konnten neuere und kommendeeifen zu den p53-

kontrollierenden Proteinen klarere Einblicke ernxdggn.

Die vorliegende Arbeit liefert die Basis fir die kimftigen Mdoglichkeiten, die
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Chemotherapie maligner Hirntumoren mittels MDR-Heumign zu intensivieren. Nicht
nur die Tumorzellen selbst sondern vor allem auel=thdothelzellen der Tumorgefalie
waren Ziele solcher Ansatze. Der klinische Einsaalcher Inhibitoren bei
Tumorpatienten war bisher meist durch die Tatsalhndtiert, dal3 therapeutisch
wirksame Plasmaspiegel unerwiinschte Nebenwirkuhgevorrufen. Neue Inhibitoren
wie z.B. das Cyclosporin-Derivat PSC833 konnterseleProblem I6sen. Zu bedenken
ist jedoch, daR die Offnung der Blut-Hirn-Schrafilkkebestimmte Zytostatika neben der
hoheren Toxizitat gegeniber dem Tumor auch neudldime der Neurotoxizitat

hervorrufen kénnte.
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6.2 Abklrzungen

CMOAT
DMEM
FCS
FITC
19G
INDO
MDR

MRP
PBS

P-gp
SFI
VCR
VERA

canalicular multispecific organic anioarnisporter
Dulbecco’s modified Eagle medium

Fetal calf serum (fetales Kalberserum)
Fluoresceinisothiocyanat

Immunglobulin

Indomethacin

Multidrug resistance (multiple Zytostatika-
resistenz)

Multidrug-resistance associated protein
Phosphate-buffered saline (Phosphat gepaiffe
Salzlsg.)

P-glycoprotein

spezifischer Fluoreszenz-Index

Vincristin

Verapamil
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