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1. Einleitung

1 Einleitung

1.1 ATP-Binding-Cassette Transporter

Setzt man Zellen kurzfristig giftigen Substanzen aus, so kann dies todliche Folgen fiir diese
haben. Auf Grund dieser Tatsache haben sich im Laufe der Evolution membranstandige Trans-
porter entwickelt, die in der Lage sind, solche Toxine oder Xenobiotica aus der Zelle hinaus zu
transportieren. Sie stellen eine Schliisselrolle beim Schutz der Zelle bzw. bei hoheren Organis-
men des Korpers gegeniiber toxischen Verbindungen dar [1, 2].

Unter den unzéhligen Efflux und Influx-Transportern, die in Prokaryonten und Eukaryonten
bekannt sind, stellen die zur ATP-Binding-Cassette (ABC) gehorigen Transporter eine der
grofiten Familien dar [3]. Die Superfamilie der ABC-Transporter ist im Genom verschiedener
Spezies erstaunlich gut konserviert und kommt in allen lebenden Zellen und Organismen vor
[1, 4].

Alle diese Proteine haben gemeinsam, dass sie Adenosintriphosphat (ATP) binden und aus der
Energie der Hydrolyse zu Adenosindiphosphat (ADP) und Phosphat (P;) einen Transport aus-
tiben konnen. Diese ATP-Bindungsdoméne oder auch Nukleotidbindungsdoméane (NBD) stellt
die Funktionseinheit fiir die ATP Hydrolyse dar. Eine NBD beinhaltet verschiedene charakte-
ristische und hochkonservierte Motive. Dazu gehoren unter anderem das Walker A und B Mo-
tiv, die durch 90 -120 Aminosduren getrennt sind, der Q-Loop und der His-Switch [4, 5].

Ein typischer eukaryotischer ABC-Transporter besteht aus zwei NBDs und zwei membran-
tiberspannende Doménen (membrane spanning domains = MSD). Hierbei kann es sich auch um
zwei Halbtransporter (bestehend aus einer MSD und einer NBD) handeln, die sich zu einem
Dimer zusammenlagern miissen, um einen funktionsfdhigen Transporter zu bilden. Der Aufbau
eines typischen eukaryotischen ABC-Transporters ist schematisch in Abbildung 1 dargestellt.
Die Struktur eines ABC-Transporters tendiert dazu vom prokaryotischen Einzeller zum
Eukaryonten an Komplexitit zuzunehmen. So besteht der einfachste prokaryotische Transpor-
ter aus nur einer Funktionseinheit (NBD und MSD), wahrend z.B. eukaryotische Multidrug

Resistance associated Proteins (MRPs) aus mehreren Funktionseinheiten bestehen.
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Abbildung 1: Minimalanforderungen an einen ABC-Transporter, bestehend aus vier Doménen: Zwei
membraniiberspannenden Doménen und zwei Nukleotidbindungsdoméanen.

Mitglieder der ATP-Binding-Cassette Transporter Familie transportieren eine erstaunlich hohe
Anzahl sehr unterschiedlicher Verbindungen tber zellulare Kompartimente hinweg, darunter
unter anderem Zucker, Aminosauren, Metallionen, Peptide, sogar Proteine und sowohl hydro-
phobe als auch ionische Verbindungen. Ihre Bedeutung fiir den Organismus wird auch dadurch
deutlich, dass viele Erbkrankheiten bekannt sind, die auf Mutationen in ABC-Transporter-
genen zuriickzufithren sind, so z.B. die zystische Fibrose, die auf eine Mutation des CFTR1 —
Genes zuriickgefithrt wird oder die Tangier-Krankheit, die auf einer Mutation im ABCA1 —
Gen beruht [6]. Viele Untersuchungen zeigen eine Beteiligung von ABC-Transportern bei der
Entwicklung von Resistenzen gegeniiber Chemotherapien, der Verteilung von Zytostatika in
den Geweben und einen Zusammenhang mit der Toxizitét einer solchen Therapie [1, 4].

Bis heute sind 49 humane ABC-Transportergene bekannt. Diese werden in 7 Unterfamilien
unterteilt, in denen sie nach Ahnlichkeiten in der Genstruktur (Halb- bzw. Volltransporter), der
Anordnung der oben beschriebenen Doméanen und der Sequenzhomologie der NBDs bzw. der
TMs (transmembranére Helices) eingeordnet sind. Einige dieser Gene werden nicht mehr abge-
lesen und bilden somit keine Transporter aus, besitzen jedoch die entsprechenden Gensequen-
zen eines ABC-Transporters [4, 7].

Die Benennung der Subfamilien ist in Tabelle 1 aufgefiihrt. Sie gibt die Anzahl der darunter
fallenden Transporter an und in ihr sind die Subfamilien farbig markiert, die Einfluss auf eine

Krebstherapie nehmen koénnen.
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1. Einleitung

Tabelle 1: Subfamilien der humanen ABC-Transporter mit der Anzahl ihrer Mitglieder. Gelb unterlegt sind
die Familien, deren Mitglieder eine Rolle in der Krebstherapie und in der Ausbildung von Resistenzen
spielen.

Subfamilie Anzahl der Transporter
ABCA 12
ABCB (MDR-Transporter) 11
ABCC (MRP-Transporter) 13
ABCD 4
ABCE 1
ABCF 3
ABCG 5

Von Transportern aus vier Subfamilien ist ein Einfluss bei der Entwicklung von Resistenzen
gegeniiber Zytostatika bekannt. Sie konnen so indirekt den Ausgang einer Krebstherapie beein-
flussen. Diese Subfamilien werden mit den Kiirzeln ABCA, ABCB (MDR-Transporter), ABCC
(MRP-Transporter) und ABCG bezeichnet.

1.2 ABC-Transporter Subfamilie A

Da diese Subfamilie nicht Teil dieser Arbeit ist, soll sie nur kurz der Vollstandigkeit halber er-
wahnt werden.

Die Subfamilie A besteht aus 12 Volltransportern, die wiederum in zwei Untergruppen unter-
teilt werden konnen. Diese Unterteilung richtet sich hier nach ihrer phylogenetischen Entwick-
lung und ihrer Intron-Struktur. Die erste Gruppe besteht aus sieben Genen, die sich auf sechs
Chromosomen aufteilen (ABCA1-4, ABCA7, ABCA12, ABCA13). Die anderen fiinf Gene
(ABCA5-6; ABCAS8-10) liegen auf dem Chromosom 17q24 in Clustern vor [4]. Die meisten
dieser Transporter spielen eine Rolle in der Lipid-Verteilung und Lipid-Organisation im Kérper.
Von den Transportern der Subfamilie A spielt nur der ABCA2 Transporter bei der Entstehung

von Resistenzen eine Rolle.

1.2.1 ABCA2: Funktion und MDR

Das ABCA2 Gen kodiert einen Volltransporter, der aus 2436 Aminosauren aufgebaut ist. Es ist
auf dem Chromosom 9q34 gelegen. Der Transporter wird am meisten im Gehirn, sowie in der
Niere und der Leber exprimiert. Seine physiologische Rolle ist weitgehend unbekannt, jedoch

wird ihm ein Mitwirken in der Steroid- und Fettverteilung zugesprochen. Des Weiteren soll er
16



1. Einleitung

eine Rolle in der Entwicklung der Alzheimer - Erkrankung, einer degenerativen Gehirnerkran-
kung, spielen [1, 6]. Das vollstindige Protein ist in der Lage eine Resistenz gegeniiber

Estramustin, einem Stickstoff-LOST Derivat mit einer Steroidfunktion, zu verursachen [4, 8].

1.3 ABC-Transporter Subfamilie G

Die Subfamilie G besteht aus sogenannten ,reversen” Halbtransportern. Im Gegensatz zu den
anderen ABC-Transportern haben diese die NBD am N-terminalen Ende und die MSD am
C-terminalen Ende der Aminosaurekette. Um einen funktionsfahigen Transporter zu bilden,
miissen sie dimerisieren [9, 10]. Die Anzahl der zugehdrigen Mitglieder der humanen ABCG
Subfamilie schwankt zwischen finf und acht [3, 10]. Die meisten Transporter aus der
G-Familie scheinen eine Rolle im Lipid- und im Steroid-Metabolismus zu besitzen (ABCG1,
ABCG5 und ABCGS8). Wihrend die Funktion fiir ABCG4 noch unbekannt und die Existenz von
ABCG3 in menschlichen Geweben noch umstritten ist, wurde fiir ABCG2 eine Rolle in der

Entwicklung der Multidrug Resistenz (MDR) beschrieben [11, 12].

MSD1

HN

Abbildung 2: Topologie des ,reversen” Halbtransporters ABCG2.

1.3.1 ABCG2: Funktion und MDR

Das Gen fiir ABCG2 ist auf dem Chromosom 4q22 gelegen. Andere gebrauchliche Namen fiir
den Transporter sind Breast Cancer Resistance Protein (BCRP), Plazenta spezifischer ABC
Transporter (ABCP) und Mitoxantrone Resistance Protein (MXR) [13]. Entdeckt wurde der
Transporter 1998 von der Arbeitsgruppe um Doyle et al.. Sie ziichteten eine resistente Zelllinie

mit Doxorubicin unter Anwesenheit des P-GP Inhibitors Verapamil. Diese Zelllinie zeigte eine
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hohe Resistenz gegeniiber Doxorubicin, ohne P-gp oder ABCC1 zu exprimieren, die zuvor fiir
eine solche Resistenz bekannt waren. ABCG2 ist ein Protein, das aus 655 Aminosduren aufge-
baut und je nach Expressionssystem ein Molekulargewicht zwischen 60 und 72 kDa besitzt.
Dieser = Unterschied im  Gewicht kann  wahrscheinlich auf  unterschiedliche
Glykosilierungsmuster zuriickgefiihrt werden [10, 14]. Wie fiir die Subfamilie G tublich, ist das
Protein ein umgekehrter Halbtransporter, der wahrscheinlich dimerisieren muss, um einen
funktionsfiahigen Transporter auszubilden [7]. Jedoch ist noch nicht genau geklart, ob es sich
dabei um ein Homodimer, ein Heterodimer oder ein Polymer aus mehr als zwei Untereinheiten
handelt. Erste Untersuchungen legen aber einen Homodimer aus zwei ABCG2 Untereinheiten
nahe [10, 14, 15].

Im Gegensatz zum ABCA?2 Transporter sind fiir ABCG2 mehrere Zytostatika bekannt, die aus
der Zelle hinaus transportiert werden konnen. ABCG2 kann man somit wirklich als
Multidrugresistenz-Transporter bezeichnen. Zu den Substraten aus der Reihe der Tumor-
therapeutika zdhlen Mitoxantron, Topotecan, Methotrexat und Imatinib [11, 12].

Fir ABCG?2 sind Sequenzénderungen in der DNA, sogenannte Polymorphismen, bekannt. So
besitzt das Wildtyp-Protein an Stelle 482 einen Arginin-Rest, wahrend andere Stdimme dort
eine neutrale Aminosaure aufweist. Dieser Austausch bewirkt eine Erweiterung des Resistenz-
spektrums von ABCG2. Wéhrend der Wildtyp keine Resistenz gegeniiber Anthrazyklinen und
Rhodamin 123 zeigt, sind die Mutanten in der Lage diese zu transportieren [7, 10].

Neben seiner Rolle in der MDR besitzt ABCG2 noch mehrere weitere physiologische
Funktionen, die eng mit seiner Expression in den Geweben gekoppelt sind. Im Darm ist es an
der apikalen Seite der Zelle angesiedelt; dort schiitzt es den Kérper vor in der Nahrung enthal-
tenen Toxinen, wie z.B. Pheophorbid A einem Abbauprodukt des Chlorophylls, welches ein
Phototoxin darstellt oder dem cancerogenen 2-Amino-1-methyl-6-phenylimidazo[4,5-b]pyridin
[14]. Auch in der Blut-Hirn-Schranke ist BCRP exprimiert, wo es wahrscheinlich das Gehirn
vor toxischen und anderen schidlichen Substanzen schiitzt. Interessant ist auch das hohe Vor-
kommen von ABCG2 in Stammzellen, z.B. den blutbildenden Zellen, wo es zwar anscheinend
keinen Einfluss auf die Auspragung der pluripotenten Zellen nimmt, sondern auch hier als
Schutzmechanismus gegeniiber zytotoxischen Substanzen, die diese wichtigen Zellen abtéten
konnten, dient. Diese Tatsache macht die Hemmung von ABCG2 wéhrend einer Chemo-
therapie sehr schwierig, da dadurch eine Sensibilisierung der Stammzellen gegeniiber Zyto-

statika hervorgerufen wird. Auch beim Schutz des Fotus im Mutterleib ist ABCG2 beteiligt, es
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wird in grofler Zahl in der Plazenta exprimiert, wo es toxische Substanzen abfangt und vom
Ungeborenen fernhdlt. Im Kontrast dazu sekretiert ABCG2, welches im Brustgewebe von
stillenden Frauen in erhohter Anzahl vorliegt, toxische Substanzen in die Muttermilch. Unter
diesen Substanzen befinden sich eine Vielzahl von Arzneistoffen (z.B. Aciclovir), und im Fall

einer gleichzeitigen Chemotherapie natiirlich auch von Zytostatika [14].

1.4 ABC-Transporter Subfamilie B

Im Gegensatz zu den anderen Subfamilien enthélt die ABCB-Subfamilie der ABC-Transporter
sowohl Voll- als auch Halbtransporter [4]. Bis heute zéhlt die Subfamilie B vier Volltransporter
und sieben Halbtransporter. P-gp war das Griindungsmitglied der B-Familie und wurde aus
Krebszellen isoliert [1]. ABCB4 und ABCB11 sind an der Gallensalzsekretion in der Leber be-
teiligt. ABCB2 und ABCB3 (die sog. TAPs = Transporter associated with antigen processing)
sind zwei Halbtransporter, die Heterodimere bilden und Peptide ins Endoplasmatische Retiku-
lum transportieren. Der nichste verwandte Transporter der TAPs ist ABCBY, der an den
Lysosomen zu finden ist. Die tibrigen ABCB-Transporter (ABCB6, 7, 8 und 10) sind an den
Mitochondrien zu finden, wo sie eine Rolle im Eisenmetabolismus sowie im Transport von
Vorstufen fiir eisenhaltige Enzyme spielen [4].

Eine Rolle bei der Entwicklung und Auspragung von MDR ist in dieser Familie nur fiir den
Transporter P-gp nachgewiesen. Ein moglicher weiterer Kandidat wére noch ABCBI11.
ABCBI11 ist ein Bilesalzexporter, fir den eventuell Paclitaxel ein Substrat darstellt [16].

Aufgrund der geringen Datenlage soll auf ihn aber nicht weiter eingegangen werden.

1.4.1 P-gp: Funktion und MDR

ABCB1, auch MDR1 (Multidrug Resistance Protein) oder P-Glykoprotein (P-gp), ist vermutlich
das am besten untersuchte Mitglied der ABC-Superfamilie [17]. Der Transporter wurde 1976
von Juliano und Ling in einer Zelllinie aus chinesischen Hamsterovarien nachgewiesen, die
resistent gegeniiber Colchicin geziichtet wurden. Sie machten P-gp fiir die herabgesetzte Per-
meabilitit der Plasmamembran gegeniiber zytotoxischen Substanzen verantwortlich [18].
Daher erfolgte auch die Benennung ,P“ aus P-Glykoprotein, die fiir ,Permeability” steht.
Interessant ist, dass Méuse, Ratten und Hamster iiber zwei P-Glykoproteine verfiigen, wahrend

es beim Menschen nur ein Gen gibt, das fir ABCB1 kodiert [2].
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P-gp kommt fast ubiquitér in allen héheren Spezies vor, was auf eine wichtige und dhnliche
Funktion in allen Sdugetieren schlieflen lasst [2], jedoch wurde der Transporter erst 1986 im

Menschen nachgewiesen [19].

MSD1 MSD2
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Abbildung 3: Topologie von P-gp oder ABCB1. Es zeigt einen typischen Aufbau eines Sdugetier ABC-
Transporters

Das ABCB1 - Gen kodiert einen Transporter, der sich aus insgesamt 1280 Aminosduren
zusammensetzt und in der glykosilierten Form ein Molekulargewicht von etwa 170 kDa und in
der unglykosilierten eines von 140 kDa besitzt [1, 20, 21]. P-gp besitzt den typischen vierteili-
gen Aufbau eines auf den Export von Substanzen ausgelegten ABC-Transporters (siehe Kapitel
1.1). Jeweils eine transmembrandre Doméne und eine Nukleotid-Bindungsdoméne bilden eine
Transporterhalfte. Verbunden werden die beiden Teile iiber ein aus 60 Aminosduren bestehen-
des Peptid [19]. N-glykosiliert wird das Protein an drei Asparaginsduren zwischen TM1 und
TM2, jedoch konnte in Mutationsstudien nachgewiesen werden, dass dieses Strukturmerkmal
keinen Einfluss auf die Funktion des Proteins hat [22].

Seit seiner Entdeckung sind sehr viele Untersuchungen an P-gp vorgenommen worden, den-
noch konnte bis heute die Funktion nicht vollstandig aufgeklart werden. Zunédchst wurde der
Schwerpunkt der Forschung auf die durch P-gp vermittelte MDR ausgerichtet. Neuere Studien
hingegen richten sich nun viel mehr in Richtung der physiologischen Bedeutung von P-gp und

dessen Auswirkungen auf die Pharmakokinetik von Arzneistoffen [12].
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1.4.2 Modulatoren und Substrate von P-gp

Um einen genaueren Uberblick tiber die Modulatoren und Substrate von P-gp zu bekommen
muss zundchst eine Begriffsdefinition fiir Modulator und Substrat vorgenommen werden. Als
Substrate wurden urspriinglich nur Zytostatika bezeichnet, die durch P-gp transportiert
werden. Im Laufe der Zeit war eine Erweiterung des Begriffes ,Substrat™ nétig, da auch nicht
zytotoxische Substanzen, wie z. B. Calcein-AM, Rhodamin 123 oder Hoechst 33342 als Substra-
te fiir den Transporter entdeckt wurden [23].

Unter Modulatoren wiederum versteht man Substanzen, die die Transportfunktion in vitro
einschranken und so die Empfindlichkeit der Zellen gegeniiber den Zytostatika wieder herstel-
len konnen, ohne dabei selbst eine zytotoxische Wirkung zu zeigen. Andere gebrduchliche
Bezeichnungen fiir Modulator sind unter anderem: Inhibitor, Reverser, Modifier oder
Chemosensitizer [21]. Grundsétzlich sei an dieser Stelle darauf hingewiesen, dass diese Unter-

teilung auch fir alle anderen MDR-Transporter gebrauchlich ist.

Tabelle 2: Zusammenstellung von P-gp Substraten und Modulatoren (modifiziert nach [24])

Substrate Modulatoren

Substanzklasse Substanz Substanzklasse Substanz
Vincaalkaloide Vinblastin 1. Generation Amiodaron

Vincristin Chinidin/Chinin
Anthrazykline Daunorubicin Cyclosporin A

Doxorubicin Nifedipin

Epirubicin Verapamil
Epipodophyllotoxine Etoposid 2. Generation Dexniguldipin

Teniposid Dexverapamil
Taxane Docetaxel PSC-833 (Valspodar)

Paclitaxel 3. Generation GF120918 (Elacridar)
Kinaseinhibitoren Imatinib XR9576 (Tariquidar)
Camptothecine Irinotecan R101933 (Laniquidar)

Topotecan LY335979 (Zosuquidar)
Verschiedene Actinomycin D VX-710 (Biricodar)

Colchicin

Methotrexat

Neben der vorgestellten klassischen Einteilung werden auch alternative Moglichkeiten zur
Definition eines Substrates und Modulators verwendet. Eine davon ist die Unterteilung nach
physikalischen bzw. mechanischen Eigenschaften, wobei hier die Diffusionsgeschwindigkeit,
mit der die Substanzen die Zellmembran iiberwinden, den entscheidenden Faktor darstellt [25].

Substrate diffundieren demnach langsam durch die Membran und werden daher effektiv trans-
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portiert, wahrend Modulatoren eine hohe Diffusionsgeschwindigkeit aufweisen. Dies fiihrt zu
einer raschen Absattigung der P-gp Transportfunktion durch den Modulator und damit zu
einem ungehinderten Einstrom des Substrats.

Als einer der ersten klassischen Modulatoren fiir P-gp wurde 1981 Verapamil entdeckt [26] und
es wurde zum ersten Mal in Betracht gezogen, das klinische Problem der MDR durch den Ein-
satz von Modulatoren zu l6sen. Bei P-gp lassen sich die Modulatoren in Modulatoren der
ersten, zweiten und dritten Generation unterteilen.

Unter dem Begriff der Modulatoren der ersten Generation versteht man Arzneistoffe, deren
Indikation urspriinglich nicht die Therapie maligner Tumore beinhaltete [24, 27]. Neben
Calcium-Antagonisten wie Verapamil oder Nifedipin umfasst diese Gruppe auch Arzneistoffe
anderer Indikation wie das immunsuppressiv wirkende Cyclosporin A oder das Antimalaria-
mittel Chinin sowie das Antiarrhyhmikum Chinidin.

Zur Gruppe der Modulatoren der zweiten Generation z&hlt man Weiterentwicklungen der
Modulatoren der ersten Generation, deren Ursprungswirkung z.B. der Calcium-Antagonismus
zu Gunsten der Hemmwirkung an P-gp verschoben wurde. Ein Beispiel fiir einen Vertreter der
zweiten Generation ist Dexverapamil, das R-Enantiomer von Verapamil. Seine Wirksambkeit als
Calcium-Antagonist ist deutlich herabgesetzt, wéhrend die Hemmwirkung an P-gp verbessert
wurde. Ein weiteres Beispiel ist Valspodar oder PSC-388. Es ist ein Derivat des Cyclosporin A,
welches neben einer verminderten immunsupressiven Wirkung in vitro auch eine bessere P-gp
Inhibition zeigt [28, 29].

Die dritte Generation setzt sich aus Substanzen zusammen, die speziell fir den Einsatz als
MDR-Modulator konzipiert wurden. Sie verfiigen iiber eine hohe Affinitat zu P-gp bei gleich-
zeitig nur geringfiigig ausgepragten Effekten auf die Pharmakokinetik der eingesetzten Zyto-
statika [24]. Verbindungen aus allen drei Generationen wurden in klinischen Studien auf ihre
Wirksamkeit zur Uberwindung der MDR in Tumoren getestet. Die Modulatoren der ersten
Generation zeigten in der Regel nur minimale oder keine Effekte. Sie mussten in so hohen
Dosierungen eingesetzt werden, dass ihre Toxizitdt bzw. ihre Nebenwirkungen so hoch waren,
dass der Therapieversuch abgebrochen werden musste. Ein therapeutischer Nutzen liefy sich
nur fiir Cyclosporin A und Chinin in klinischen Studien belegen [30, 31].

Auch bei der zweiten Generation der Modulatoren mussten die klinischen Studien aufgrund
erhohter Toxizitdt abgebrochen werden. PSC-833 zeigte beispielsweise eine Interaktion mit

dem fir den Abbau von Arzneimitteln wichtigen Cytochrom P450 3A4. Dies fiihrte zu einer
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veranderten Pharmakokinetik der Zytostatika, was wiederum die Nebenwirkungen und
Wechselwirkungen unberechenbar machte [24] und schliellich zum Abbruch der Testreihe
tithrte.

Die dritte Generation der Modulatoren, die weniger bis keine Wechselwirkungen mit den ein-
gesetzten Zytostatika aufweisen, zeigen (zumindest in Tierversuchen mit immunsupprimierten
Maéusen) eine bessere Tumorreduktion im Vergleich zu unbehandelten Mausen [32]. Dennoch
konnten sie in den meisten klinischen Studien aufgrund von hohen Nebenwirkungen nicht

tiberzeugen.

1.5 Subfamilie C

Die C-Familie ist die grofite unter den sieben bekannten ABC-Transporter Subfamilien und
besteht im Menschen aus 13 Mitgliedern [4, 33, 34]. Darunter fallen 10 MRPs (ABCC1-6 ent-
sprechen MRP1-6 und ABCC10-13 entsprechen MRP7-10), der Cystic Fibrosis Transmembrane
Conductance Regulator (CFTR oder ABCC?7) und die Sulfonylharnstoff Transporter SUR1 und
SUR2A/B bzw. ABCC8 und ABCCO9.

Weiter unterteilen lassen sich die Transporter nach ihrem Aufbau bzw. nach ihrer Grofle.
Wihrend CFTR, MRP4, MRP5 und MRP8 sowie ABCC13 den typischen Aufbau eines ABC-
Transporters mit 2 MSDs bestehend aus je 6 TMs und zwei NBDs zeigen, besitzen die anderen
MRPs (mit Ausnahme von MRP9) und die beiden SURs eine weitere MSD am N-terminalen
Ende bestehend aus 4-6 zusatzlichen TMs, die mit MSDO bezeichnet wird [33-36]. In Abbildung
4 ist der Aufbau eines typischen ,langen” Vertreters mit der zusatzlichen Doméane am Beispiel
von MRP1 dargestellt. Die MSDO ist innerhalb der ,langen® Vertreter nicht gut konserviert,
jedoch haben alle MSDO0 hydrophobe Eigenschaften gemeinsam [33].

Egal ob lange oder kurze Vertreter der MRPs, alle besitzen hochkonservierte Eigenschaften in
den NBDs um genau zu sein in NBD1. Diese Eigenschaft ist auch in CFTR und wenn auch
weniger ausgepragt in SUR1 und SUR2 vorhanden, was auf einen gemeinsamen Vorfahren

aller ABCC Subfamilien Mitglieder schliefSen lasst [4, 37].
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Abbildung 4: Topologiemodell eines typischen ,langen® Vertreters der ABCC Subfamilie am Beispiel von
MRP1. Mit ,)Y* sind Glykosylierungen gekennzeichnet.

Ein Beispiel fiir eine solche Verdnderung in NBD1 ist die Aminosdure, die dem Walker
B—Motiv folgt. Bei den meisten ABC-Transportern ist diese Aminosdure Glutamat. Dieses Glu-
tamat ist verantwortlich fiir die Spaltung der -y Phosphodiesterbindung von ATP [38]. Bei der
Subfamilie C ist das Glutamat in NBD2 vorhanden, wéhrend es in den meisten ABCC Trans-
portern in NBD1 durch Aspartat ersetzt wurde. Eine Ausnahme bildet CFTR, wo diese durch
Serin ausgetauscht wurde. Ein weiteres Beispiel und wohl auffalligster Unterschied fiir eine
veranderte NBD1 der MRPs und CFTR gegeniiber den anderen Subfamilien ist das Fehlen von
10 bis 13 Aminosduren im Spacer zwischen Walker A und der ABC-Signatur im Vergleich zur
NBD2 und anderen ABC-Transportern wie z.B. P-gp. Diese charakteristischen Unterschiede
haben natiirlich Auswirkungen auf die ATP-Hydrolyseeigenschaften der Proteine und weisen

den NBDs unterschiedliche Rollen im Transportzyklus der ABCC-Subfamilie zu [39, 40].

1.5.1 Transportzyklus der ABCC-Subfamilie

Der Transportmechanismus der MRPs ist nicht endgiiltig aufgeklart. Es existiert aber eine
Theorie, die den Transport erkldren konnte. An dieser Stelle soll dieser Transportzyklus er-
lautert werden. In Abbildung 5 ist der Transportmechanismus ohne Beteiligung der MSDO0 im
Transportgeschehen am Beispiel von Leukotrien C4 (LTC4) dargestellt und wurde 2005 von
R. G. Deeley et al. vorgestellt [33]. Das Modell orientiert sich stark an dem ATP-Switch Modell,
das von C. F. Higgins und K. ]J. Linton entwickelt wurde [41]. Es enthélt jedoch einige Modifi-
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kationen, um den besonderen strukturellen Merkmalen der ABCC Subfamilie gerecht zu
werden. Des Weiteren gibt es einen zweiten theoretischen Transportmechanismus, der dem
hier vorgestellten stark &hnelt. Der einzige Unterschied besteht darin, dass eine Beteiligung
von MSDO inklusive des Linkers zu MSD1 (L) als Bindungsregion mit einbezogen wurde, wah-
rend er in diesem Modell der Ubersichtlichkeit und Einfachheit wegen weggelassen wurde [36].
Im ersten Schritt bindet das Substrat (mit und ohne Beteiligung von GSH, siehe Kap. 1.5.5) an
eine der oder an die Bindungstasche und verursacht eine Konformationsdnderung, durch die
die Affinitat von ATP zur NBD1 erhoht wird. In Schritt zwei bindet das ATP an die NBD1 und
stabilisiert die Interaktion der beiden NBDs durch Ausbilden eines Kontaktes mit der

C-Signatur von NBD2, welches die Bindung eines zweiten ATP-Molekiils moglich macht.
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Abbildung 5: Modell des hypothetischen Transportzyklus der MRPs am Beispiel von MRP1. Abgebildet sind
die hypothetischen Schritte. MSD1-NBD1 sind blau, wahrend MSD2-NBD2 in violett dargestellt sind. MSDO
ist aus Einfachheitsgriinden weggelassen worden Mit ,,?“ gekennzeichnete Pfeile stellen noch nicht bewie-
sene, potentielle Wege dar, die aus der inaktiven NBD resultieren. Aus [33].

In Schritt drei wird durch die Einlagerung des zweiten ATP-Molekiils die geschlossene NBD-
Dimer Struktur gebildet und es kommt in NBD2 zu strukturellen Konformationsanderungen.
Die Kombination aus Konformations- und Positionsanderung der NBDs durch die ATP-

Bindung tbertrégt sich auch auf MSDs, was zum Affinitatsverlust des Transporters fiir das
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Substrat fithrt. Im vierten Schritt verbleibt das Protein im sogenannten ,Low-Affinity-State”
solange keine Hydrolyse an NBD2 stattgefunden hat. NBD1 bleibt von ATP besetzt, bis NBD2
ADP freigesetzt hat. Obwohl viele experimentelle Daten darauf hinweisen, dass es zu einem
~Low-Affinity-State” kommt [40, 42, 43], bleibt dennoch unklar wie es zur Relaxation an NBD1
kommt. Dies hangt davon ab, ob oder ob keine Hydrolyse an NBD1 moglich ist. In Schritt 5 ist
der mogliche Mechanismus dargestellt, wenn NBD1 keine ATPase Aktivitat besitzt. Der Ur-
sprungszustand wird dann durch die Freisetzung von ADP an NBD?2 alleine oder durch Freiset-
zung von ADP von NBD2 und ATP von NBD1 wieder hergestellt. In Schritt 6 auf der anderen
Seite wird ein Hydrolyse-Schritt an der NBD1 als essentiell fiir den Erhalt der Ausgangsstruk-
tur erachtet. Diese Hypothese kann dadurch bekraftigt werden, dass auch eine geringe ATPase-

Aktivitat fiir NBD1 gemessen werden konnte [33].

1.5.2 Subfamilie ABCC in der MDR

Die Subfamilie C enthélt viele Exporter, die eine Rolle in der MDR spielen. Besonders hervor-
zuheben sind an dieser Stelle die Multidrug Resistance associated Proteins, die sogenannten
MRPs. Bei allen wird eine Rolle in der Entwicklung der MDR zumindest vermutet, bei den

meisten ist sie belegt.

Tabelle 3: Lokalisation und Rolle der ABCC Subfamilie in der Krebs- und Chemotherapie nach [1] und [33].

Symbol Transporter Genlokalisation Gewebelokalisation  Rolle in der Krebs und Chemotherapie
(Hauptpopulationen)

ABCC1 MRP1 16p13.1 Lunge, Hoden, Niere, Multidrug Resistenz, sowie als prognostischer
Skelett- und Herzmus- Faktor
keln, Plazenta etc.

ABCC2 MRP2 10q24 Leber, Niere, Dinn- und ~ Multidrug Resistenz, inkl. Cisplatin
Dickdarm, Gallenblase
und Lunge
ABCC3 MRP3 17q21.3 Adrenaldriise, Pankreas, Multidrug Resistenz in Lungenkrebs und
Darm, Gallenblase und anderen Tumoren
Plazenta
ABCC4 MRP4 13q32 Ovarien, Hoden, Lunge Nukleosidanaloga-Transport
und Darm, Prostata
ABCC5 MRP5 3q27 Ubiquitér Nukleosidanaloga-Transport und —Resistenz
ABCCe6 MRP6 16p13.1 Niere, Leber Anthrazyklin- und
Epipodophyllotoxinresistenz
ABCC11 MRPS8 16q12.1 Hoden, Brust Unbekannte Rolle in Brustkrebs
ABCC12 MRP9 16q11 Hoden, Brust Unbekannte Rolle in Brustkrebs
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In Tabelle 3 ist die Lokalisation und die Rolle der MRPs in der Krebstherapie kurz zusammen
gestellt. Die Tabelle gibt einen kurzen Uberblick iiber die Rolle der MRPs in der Krebstherapie
und der Entwicklung von Resistenzen. Aus ihr geht aber auch hervor, dass die MRPs in der
Lage sind fast alle Chemotherapeutika zu transportieren; von Anthrazyklinen, Platinderivaten
bis hin zu Nukleotidanaloga. Auf die einzelnen Transporter soll an dieser Stelle jedoch nicht
eingegangen werden. Eine genauere Charakterisierung wird nur fiir ABCC1 und ABCC2

gegeben, die in dieser Arbeit Forschungsgegenstand sind.

1.5.3 Transporter ABCC1 (MRP1)

MRP1 wurde 1992 von der Arbeitsgruppe um S. P. C. Cole entdeckt und charakterisiert. Hierzu
verwendete sie eine kleinzellige Lungenkrebszelle H69 und ziichtete diese iiber mehrere
Monate resistent gegeniiber Doxorubicin. Dabei stellte sie fest, dass die erhaltene Zelllinie
H69AR ein dhnliches Resistenzprofil aufwies, wie P-gp tiberexprimierende Zellen, jedoch selbst
kein P-gp zeigte. Ein anderer Transporter war fiir diese Resistenz verantwortlich und er wurde
Multidrug Resistance associated Protein (MRP) genannt [44]. Interessant ist, dass MRP1 und
P-gp nur in ca. 15-19 % ihrer Aminosduresequenz iibereinstimmen, aber ein sehr &hnliches
Resistenzprofil besitzen [36].

Das humane ABCC1 - Gen ist auf Chromosom 16p13.1 lokalisiert und umfasst mindestens
200.000 Basenpaare mit 31 Exons [45]. Das fertige Protein besteht aus 1531 Aminosauren und
besitzt wie oben erwédhnt die fir Mitglieder der ABCC Subfamilie typische Deletion von 13
Aminosauren in NBD1 zwischen Walker A und Walker B [33, 46], wobei die Rolle dieser
Deletion noch nicht bekannt ist. Ersetzt man die fehlenden Aminosauren durch z.B. das ent-
sprechende Stiick einer der NBDs von P-gp, so fiihrt dies zu einem Funktionsverlust des Prote-
ins [40]. Aufgebaut ist MRP1 aus 3 MSDs: MSD1 und 2 aus je 6 TM und der zuséatzlichen
N-terminalen MSDO mit 5 TM, die sich an Linker L, anschlie3t [47, 48]. Dieser Linker ist wahr-
scheinlich essentiell fiir die Transportfunktion von MRP1, wohingegen MSDO nicht an allen
Transportvorgéngen beteiligt ist (Vergl. Abbildung 4) [49].

Glykosiliert werden kann MRP1 an drei Aminosduren: N19, N23 und N1009. Bei vollstandiger
Glykosilierung hat MRP1 ein Gewicht von 190 kDa wohingegen es unglykosiliert nur ein
Gewicht von ungefahr 170 kDa aufweist [50] und dem vorhergesagten Gewicht entsprechen

wiirde, das die Aminosduresequenz erwarten lasst [44].
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1.5.4 Transporter ABCC2 (MRP2)

MRP2 oder ABCC2 war der zweite Vertreter der ABCC Subfamilie. Er wurde um 1996 entdeckt
[51, 52], wobei seine Funktion schon zuvor in Rattenleberpréparationen nachgewiesen und
bestimmt werden konnte. Eine andere Bezeichnung fiir MRP2 ist cMOAT, was so viel bedeutet
wie ,multispezifischer Organischer Anionen-Transporter” und auf seine Funktion in der Leber
zuriickgefithrt wurde [53].

Innerhalb der humanen ABCC Subfamilie besitzt MRP2 die hochste Ubereinstimmung mit
MRP1. Sie sind zu ungefdhr 50 % der Aminosaure-Sequenzen deckungsgleich. Das humane
ABCC2 - Gen ist auf dem Chromosom 10q24 gelegen [54] und erstreckt sich iiber 65 kilo
Basenpaare. Es besteht aus 32 Exons und einem hohen Anteil an Introns [55].

Der Aufbau entspricht einem typischen humanen ABC-Transporter mit den 2 MSDs jeweils
gefolgt von je einer NBD. Wie MRP1 besitzt auch MRP2 eine aus fiinf Helices bestehende zu-
satzliche MSD, die wahrscheinlich fiir die vollstindige Funktion des Proteins mitverant-
wortlich ist [56]. Im Gegensatz zu MRP1 werden fiir MRP2 zwei verschiedene Topologie-
Modelle diskutiert. Eines entspricht dem von MRP1 (Vergl. Abbildung 4) [57], wéhrend das
andere in der MSD2 nicht sechs transmembranére Helices besitzt, sondern nur vier (vergl. Ab-
bildung 6) [53]. Welches der beiden Topologiemodelle den korrekten Aufbau von MRP2 wider-

spiegelt, bleibt wohl bis zum Erhalt einer Kristallstruktur ungeklért.

MSDO MSD1 MSD2

HN

i1

RCOO H

Abbildung 6: Topologiemodell fiir MRP2 nach Koenig et al. mit nur vier transmembranéren Helices in
MSD2 [58].

NBD2
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1.5.5 Physiologische Funktion von MRP1

Die physiologische Funktion von MRP1 ist dhnlich wie bei ABCG2 an die Expression im
Korper und in den Geweben gebunden. MRP1 kommt in fast allen Geweben und Organen des
menschlichen Korpers mit Ausnahme der Leber vor, wo es nur in sehr geringem Ausmaf
exprimiert wird. Am héaufigsten jedoch ist MRP1 in der Lunge, den Hoden, der Niere sowie in
Herz- und Skelettmuskeln zu finden [44, 59]. Innerhalb der Gewebe ist die Expression hingegen
Zelltyp spezifisch, z.B. kommt es hauptsachlich im Bronchialepithel der Lunge vor [60].
Interessant ist auch, dass die MRP1 Level in proliferierenden Zellen z.B. in der Leber erhoht
werden [61], was MRP1 wahrscheinlich die Funktion des Schutzes von sich regenerierenden
Geweben zukommen lésst.

In polarisierten Endothel- und Epithelzellen wie zum Beispiel der Lunge und den Testis ist
MRP1 basolateral lokalisiert, wahrend der Einbau in der Blut-Hirn-Schranke hingegen apikal in
die Membran erfolgt. Diese Ausrichtung der MRP1 Expression erzeugt pharmakologische
»Schutzzonen®. Die Gewebe hinter dieser Zone sind vor toxischen Substanzen geschiitzt, sodass
man MRP1 eine Gewebeschutzfunktion zuweisen kann [61, 62]. Aus dieser Uberlegung heraus
ist der Einsatz von MRP1-Inhibitoren in der Krebstherapie umstritten, da durch Ausschalten
der Barrierefunktion z.B. in der Blut-Hirn-Schranke die toxischen Nebenwirkungen einer
Krebstherapie deutlich erh6ht werden.

MRP1 transportiert aber nicht nur unmodifizierte Xenobiotika, sondern auch deren konjugierte
Metabolite. Diese Metabolite sind eher typische MRP1 Substrate, da MRP1 besonders Gluku-
ronide und Sulfate sowie Glutathionkonjugate transportiert. In der Regel werden Xenobiotika
enzymatisch metabolisiert, um diese zu entgiften. Deshalb macht es auf den ersten Blick keinen
Sinn, dass diese Substanzen sofort transportiert werden. Jedoch sind einige dieser Metabolite
immer noch selbst toxisch. Des Weiteren fiihrt eine Anreicherung der Metabolite innerhalb der
Zelle zur Rickwandlung der Stoffe durch hydrolytische Enzyme oder es kann zur Produkt-
inhibition der konjugierenden Transferasen kommen. Als Folge dessen soll MRP1 Hand in
Hand mit in der Phase III metabolisierenden Enzymen arbeiten, um die Konzentration von
potentiell toxischen Metaboliten moglichst gering zu halten [61]. Beispiele fir von MRP1
transportierte Metaboliten, die gekoppelt sind an die Funktion von Exkretionsenzymen, sind:
4-Nitrochinolin-1-oxid [63] oder Chlorambucil [64]. Eine Ubersicht tiber Substrate und ihre

Abhiangigkeit von Konjugationen ist in Tabelle 4 gegeben.
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MRP1 scheint auch eine Schutzfunktion gegeniiber Schwermetallsalzen aus zu iiben, so zeigten
mit dem ABCC1 — Gen transfizierte Zelllinien eine geringe Anfilligkeit gegeniiber Antimon-
und Arsenoxiden, deren Ausschleusung wahrscheinlich durch Komplexierung mit Glutathion

angeregt wird [65].

Tabelle 4: MRP1 Substrate und ihre Abhiangigkeit von Metabolisierung und Glutathion nach [61]

GSH-abhangig oder -stimuliert GSH-Konjugate
Vincristin, Aflatoxin B;, Estron-3-sulfat, Daunorubi- Leukotrien C,, Ethacrinsaure, (S)-2,4-Dinitrophenol,
cin Metachlor, Chlorambucil, Melphalan, N-Ethyl-

maleimid, Glutathiondisulfid, 4-Hydroxynonenal

Glukuronid-Konjugate Andere
17-p-Estradiol-17-(BD-Glukuronid), Etoposid, Biliru- Methotrexat, Leukotrien D, Leukotrien E,, Folsiure,
bin (Mono- und Diglukuronid), Glutathion

Zusétzlich zu seiner Rolle als Schutzmechanismus gegentiber toxischen Stoffen, konnte MRP1
noch eine Funktion im Schutz vor oxidativem Stress haben. Wéhrend oxidativen Stresses steigt
die intrazellulare Konzentration der oxidierten Form des Glutathions (GSSG) an, was dazu
fihrt, dass reaktive Schwefelwasserstoffgruppen mit einem Glutathion gekoppelt werden.
Einige dieser reaktiven Schwefelwasserstoffgruppen sind auf regulatorische Enzyme gelegen,
die ihrerseits nach Glutathionkopplung weitere Stressantwortmechanismen in Gang setzen
konnen. MRP1 ist in der Lage GSSG zu transportieren und so GSSG Schwankungen in der
Zelle abzupuffern, die ansonsten eine Stressantwort auslosen wiirden. Des Weiteren kénnten
viele Substanzen, die reaktiven Sauerstoffspezies freisetzen, als Teil ihrer Detoxifikation an
Glutathion gebunden und danach tiber MRP1 hinaus transportiert werden [61]. Ein Beispiel fiir
eine solche Substanz ist das 4-Hydroxynonenal. Es ist ein Abbauprodukt der Fettsauren, das
hauptsachlich bei oxidativem Stress gebildet wird. Renes et al. konnten in ihren Studien
belegen, dass dieses an Glutathion gekoppelt und durch MRP1 transportiert wird. Daraus
schlossen sie, dass MRP1 einen Schutzmechanismus gegeniiber oxidativem Stress darstellt [66].
MRP1 ist also in der Lage eine grofle Anzahl an sehr unterschiedlichen Substanzen und
Verbindungen natiirlicher und synthetischer Natur zu transportieren, und greift so in ver-
schiedenste Prozesse im menschlichen und auch tierischen Korper ein. Vollstandig aufgeklart

ist seine Bedeutung jedoch noch nicht.
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1.5.6 Physiologische Funktion von MRP2

MRP2 wird im Gegensatz zu MRP1 nur an der apikalen Seite von polarisierten Zellen
exprimiert und kommt am héufigsten in der Leber, im Darm, der Galle und Gallenblase sowie
in den Nieren vor. Neuere Studien zeigten jedoch auch eine Ausbildung des Proteins in der
Blut-Hirn-Schranke und der Plazenta, wo es wohl dem Schutz des Gehirns bzw. des Unge-
borenen dient [67, 68].

Wie MRP1 ist auch MRP2 in der Lage eine hohe Anzahl sehr unterschiedlicher endogener und
exogener Substanzen zu transportieren (siehe Tabelle 5), dabei ist die Substratspezifitat der
beiden Transporter zwar fast identisch, jedoch unterscheiden sie sich in ihrer Affinitat [53]. So
transportieren z.B. beide Transporter sowohl LTC, als auch Bilirubinkonjugate, jedoch bevor-

zugt MRP2 Bilirubinkonjugate [69], widhrend MRP1 eher LTC, transportiert [70].

Tabelle 5: Ausgesuchte MRP2 Substrate (modifiziert nach [71]).

Physiologische Verbindungen Exogene Verbindungen
Glutathion Zytostatika:

Doxorubicin, Etoposid, Methotrexat, Mitoxantron, Cisplatin, Vincris-
tin, Vinblastin, Camptothecin
Leukotriene C4, D4, E4 HIV-Therapeutika:

Indinavir, Ritonavir, Saquinavir, Adevovir, Cidofovir, Nelfinavir

Konjugierte Gallensalze Antibiotika:
Ampicillin, Cefodizim, Ceftriazon, Grepafloxacin, Irinotecan, Azithro-
micin

Bilirubin-Glukuronide Weitere Substanzen:

Pravastatin, Temocaprilat, Indometacin, Phenobarbital, Sulfinpyrazon
Steroide Toxine:

Ochratoxin, Schwermetallkomplexe (Arsen, Antimon, Zink, Kupfer,

Mangan, Cadmium)

Die Rolle von MRP2 in der Ausschleusung von Bilirubinkonjugaten wird auch dadurch ver-
deutlicht, dass es durch Mutationen in MRP2 zu einer Erbkrankheit kommt, dem Dubin-
Johnson-Syndrom.

Das Dubin-Johnson-Syndrom wurde 1954 zum ersten Mal charakterisiert, wobei die Ursache
noch nicht bekannt war. Es ist eine autosomale rezessive Erbkrankheit, bei der die Leber und
die Galle nicht in der Lage sind Bilirubinkonjugate zu transportieren, wodurch es zur Ver-

farbung der Hepatozyten nach blau-schwarz bis schwarz kommt. Ursache hierfiir ist das Fehlen
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von MRP2 in der apikalen Membran der Leberzellen. Einen Einfluss auf die Lebensspanne bzw.
die Lebensqualitat der betroffenen Patienten hat diese Mutation jedoch nicht [72].

Neben der Ausschleusung von Bilirubin aus der Leber kommt MRP2 schon aufgrund seiner
Lage in den Membranen eine Schutzfunktion der dahinter gelegen Gewebe zu. Fiir den Darm
konnte zum Beispiel ein Schutz gegeniiber cancerogenen Stoffen aus der Nahrung gezeigt
werden. 2-amino-1-methyl-6-imidazo[4;5b]pyridin ist ein solches Toxin aus der Nahrung, das
durch MRP?2 transportiert wird [73].

Aufgrund seiner ahnlichen Substratspezifitat zu MRP1 liegt auch eine Beteiligung an der
Resistenzentwicklung wahrend einer Chemotherapie nahe. MRP2 ist ebenfalls in der Lage, eine
Vielzahl von Zytostatika zu transportieren (vergl. Tabelle 5). Im Gegensatz zu MRP1 gehort
hierzu auch Cisplatin, fiir das auch eine Korrelation zwischen MRP2-Expression und Therapie-
erfolg gezeigt werden konnte [54, 74].

Wie fiir MRP1 sind auch Glutathion und dessen Konjugate, sowie Glukuronide Substrate fiir
MRP2 und es konnte gezeigt werden, dass es mit Phase I und II Enzymen ko-reguliert wird und
mit diesen zusammenarbeitet (vergl. auch Kapitel 1.5.5) [75].

Auch ein Zusammenhang bei der Entgiftung von Schwermetallen konnte fiir MRP2 nach-
gewiesen werden, neben Arsen- und Antimonkonjugaten sollen auch Cadmium und Queck-
silber zu MRP2 Substraten zahlen [71, 76].

MRP2 und MRP1 haben somit hohe Uberschneidungen sowohl beziiglich ihrer Substrate als
auch in ihrer biologischen Funktion. Daneben gibt es auch einige Unterschiede wie z.B. ihre
Membran-Lokalisation, ihre Substrataffinitdt und Expression in den Geweben. Jedoch sind
auch bei MRP2 seine Funktion und die dahinter verborgenen Mechanismen noch nicht voll-

standig aufgeklart.

1.5.7 Klinische Relevanz von MRP1 und MRP2 in der Krebstherapie

Wie in Kapitel 1.5.5 und 1.5.6 bereits beschrieben, konnen beide Proteine sowohl MRP1 als
auch MRP2 eine Vielzahl verschiedener in der Krebstherapie verwendete Zytostatika trans-
portieren und in ihrer biologischen Funktion den Koérper und auch die Gewebe vor solchen
giftigen Substanzen schiitzen. In diesem Kapitel soll es allerdings nicht um die physiologische
Rolle dieser MRPs gehen, sondern vielmehr um deren pathologische Funktion und ihre Aus-

wirkungen in der Krebstherapie sowie ihre Expression in verschiedenen Tumoren.
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MRP1 ist in einer Vielzahl von verschiedenen soliden und héamatologischen Tumoren nach-
weisbar. Jedoch ist eine Evaluierung der Signifikanz der Ergebnisse schwierig, da MRP1 haufig
schon physiologisch in den entsprechenden Geweben exprimiert ist. Dadurch wird eine Aus-
wertung nur zuldssig, wenn auch normales, gesundes Gewebe in die Auswertung mit einbe-
zogen wird[61]. Neben gastrointestinalen und urothelianen Tumoren, Neuroblastomen,
Mesotheliomen, Gliomen, Retinoblastomen, Melanomen, Brustkrebs, Gebdrmutterhals-, Eier-
stock-, Hoden-, Prostata- und Schilddriisenkrebs soll MRP1 besonders haufig in Lungenkrebs,
insbesondere der nicht kleinzelligen Variante vorkommen. Einige Studien belegen sogar einen
Zusammenhang zwischen der MRP1 Expression und dem Uberleben von Patienten mit
Lungenkarzinomen und soliden Tumoren im Kindesalter. Jedoch bleiben diese Korrelationen
oft kontrovers diskutiert [58, 61, 77].

Eine mogliche Ursache fiir diese Kontroversitat ist der Versuch nur einen Verantwortlichen fiir
das Therapieversagen heranzuziehen. Dabei sind auch viele andere Transporter bekannt, die
ebenfalls in der Lage sind, Resistenzen auszulosen (siehe oben). So zeigte eine Arbeitsgruppe
um van der Kolk, dass sich eine bessere Vorhersage fiir das Anschlagen einer Therapie ergibt,
wenn man P-gp und MRP1 Expressionen gemeinsam betrachtet [78].

Deshalb verwundert es auch nicht, dass fast nur klinische Studien mit Substanzen durchgefiihrt
wurden, die sowohl MRP1 als auch P-gp inhibieren konnen. Einige dieser Substanzen sind in

Tabelle 6 aufgefiihrt.

Tabelle 6: Inhibitoren fiir MRP1, die in klinischen Studien erprobt werden und wurden. Modifiziert nach

[27].

Inhibitor Name (umgsspr.) Hersteller Zielstruktur Phase
Sulindac - Centre Leon Beardsley, France MRP1 I
XR 9576 Tariquidar Xenova P-gp, MRP1 LII
VX-710 Biricodar Vertex P-gp, MRP1 I
MS209 Dofequidar Schering P-gp, MRP1 I

Biricodar (VX-710) ist ein Tacrolimusanalogon, das in vitro und in vivo eine Inhibition von
P-gp und MRP1 zeigte. In Phase II Studien konnte eine Wirksamkeitsverbesserung in Kombina-
tion mit Doxorubicin und Vincristin nicht belegt werden [79].

Dofequidar (MS209) wurde bis in Phase III Studien verfolgt. In Phase III konnten zumindest

leichte Verbesserungen fiir das Anschlagen einer Therapie in resistenten Tumoren festgestellt
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werden, leider waren diese Verbesserungen nicht statistisch signifikant [80]. Zusammengefasst
kann man sagen, dass alle klinischen Studien spétestens in Phase III wegen zu hoher Neben-
wirkungen oder weil keine Therapieverbesserung gezeigt werden konnte, abgebrochen wurden
[27].

Die Rolle von MRP2 in der Krebstherapie ist noch nicht so gut aufgeklart wie die von MRP1
oder P-gp. Allerdings konnte eine Korrelation zwischen Uberleben und MRP2 Expression in
akuter myeloider Leukamie bei Erwachsenen und Kindern nachgewiesen werden [71]. Eine
Uberexpression von MRP2 wurde des Weiteren in Leberkrebszellen, in bésartigen
Mesotheliomen [81], sowie Lungen- [82] und Nierentumoren [83] gefunden, jedoch konnte
kein Zusammenhang mit dem Uberleben von Patienten beobachtet werden.

Aus diesen Untersuchungen wird deutlich, dass sowohl MRP1 als auch MRP2 eine wichtige
Rolle bei der Resistenzentwicklung von Tumoren spielen. Eine Moglichkeit diese Resistenz zu
tiberwinden ist die Entwicklung von spezifischen Inhibitoren von MRP1 und MRP2. Schwierig
hierbei ist, dass wie oben schon erwdahnt MRP1 und MRP2 ein sehr tiberschneidendes Substrat-
spektrum besitzen. Des Weiteren haben besonders in Bezug auf MRP2 einige organische
Anionen unter bestimmten Bedingungen unterschiedliche Effekte. So kdnnen z.B. Indometacin
oder Sulfinpyrazon manchmal transportinhibierend oder -stimulierend wirken [71].

Dennoch sollte die Suche nach spezifischen Inhibitoren fortgesetzt, da sie eine vielver-
sprechende Moglichkeit darstellen, die Behandlung von therapieresistenten Tumoren, zu
ermoglichen und somit eine erhohte Lebensquantitit und —qualitdt fiir den Patienten zu

erreichen.

34



1. Einleitung

35



2. Zielsetzung der Arbeit

2 Zielsetzung der Arbeit

Der Fokus der Arbeit liegt auf der Untersuchung der Multidrug Resistenz ausgelost, durch die

sogenannten Multidrug Resistance Associated Proteins (MRP) 1 und 2. Zur Charakterisierung

dieses Phanotyps sollen verschiedene Ansétze verfolgt werden, sodass wesentlichen Aspekte

dieser Resistenzmechanismen untersucht werden konnen. Hierzu war es ndtig neue Methoden

zu etablieren und bekannte Methoden anzuwenden bzw. weiterzuentwickeln:

36

Der Calcein-AM-Assay soll sowohl fiir MRP1 als auch MRP2 etabliert und weiterent-
wickelt, um neu synthetisierte Verbindungen auf ihre modulatorischen Eigenschaften
gegeniiber diesen Proteinen zu untersuchen.

Zur Untersuchung der Selektivitdt der Modulatoren sollen diese auf ihre inhibitorischen
Eigenschaften gegentiber dem bekanntesten ABC-Transporter, P-gp untersucht werden.
Mittels 3D-QSAR sollen Modelle erstellt werden, die einen Einblick in die Struktur-
wirkungs-Beziehung der neuen Modulatoren ermoglichen und einen Vergleich der
beiden Proteine erlauben.

Zur Untersuchung des Glutathion assoziierten Transports soll ein Assay entwickelt
werden, mit dem es méglich ist diesen Transport zu beschreiben und zu untersuchen.
MRP2 soll zusétzlich auf seine Rolle in der Cisplatinresistenz untersucht und ge-
gebenenfalls weiter charakterisiert werden, um festzustellen wie diese Resistenz beein-
flusst werden kann.

Zusatzlich soll mittels Kombinationsassays aus den neu gefundenen und bekannten

Modulatoren Riickschliisse auf ihr Bindungsverhalten an MRP2 geschlossen werden.
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3 Methoden

3.1 Hergestellte Losungen

3.1.1 Phosphatgepufferte-Kochsalzlésung pH 7,4 (PBS)

Phosphatgepufferte-Kochsalzlosung (PBS) wurde in der Regel zum Spiilen der Zellen ver-
wendet, seltener auch als Grundlage zur Herstellung anderer Losungen. Der pH-Wert wurde
mittels Natronlauge mit einer Konzentration von 0,1 mol/l auf 7,4 eingestellt. Vor Gebrauch

wurde der Puffer entweder autoklaviert oder steril filtriert. In Tabelle 7 ist die Zusammen-

setzung von PBS dargestellt:

Tabelle 7: Zusammensetzung Phosphat gepufferte Kochsalzlosung (PBS) 1 x

Molare Masse Einwaage
Substanz
[g/mol] ]
Natriumchlorid 58,44 8,0
Dinatriumhydrogenphosphat 177,99 1,4
Dihydrat
Kaliumdihydrogenphosphat 136,09 0,2
Kaliumchlorid 74,55 0,2
Aqua dest. ad 18,03 1000,0

3.1.2 Krebs-HEPES-Puffer pH 7,4 (KHP)

Krebs-HEPES-Puffer ist aufgrund seiner Zusammensetzung in der Lage Zellen mittelfristig am
Leben zu halten, weshalb die meisten Zellversuche in KHP durchgefithrt wurden. KHP besitzt
im Gegensatz zum Néhrmedium den Vorteil, dass seine Zusammensetzung iiberschaubar und
er frei von Enzymen und anderen stérenden Proteinen ist.

Da es sehr hdufig verwendet wurde, wurde es als funffach Puffer auf Vorrat hergestellt; in

Tabelle 8 ist die Zusammensetzung von KHP 5x aufgefiihrt. Um den pH-Wert einzustellen

wurde 0,5 mol/l Natronlauge verwendet.
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Tabelle 8: Zusammensetzung des Krebs-HEPES-Puffers (KHP) 5 x

Molare Masse Einwaage
Name Substanz
[g/mol] ]

Natriumchlorid 58,44 17,250
Kaliumchlorid 74,55 0,876
Kaliumdihydrogenphosphat 136,09 0,408
Natriumhydrogencarbonat 84,01 0,882
Glucose-Monohydrat 198,17 5,790
HEPES (freie Saure) 238,30 5,960
Aqua dest. 18,03 ad 500

Der fiinffach konzentrierte Puffer wurde zu jeweils 100,0 ml aliquotiert und bei -20 °C im
Gefrierschrank aufbewahrt. Bei Bedarf wurde ein Aliquot aufgetaut und in einem 500 ml
Messkolben mit Aqua dest. aufgefiillt und zusatzlich 650 pl einer 1 molaren Calciumchlorid
(CaCly)-Losung sowie 600 pl einer ebenfalls 1 molaren Magnesiumsulfat-heptahydrat
(MgSO, x 7H,0)-Losung zugesetzt. Der pH-Wert wurde entweder mit 0,1 mol/l Natronlauge
oder 0,1 mol/l Salzsaure auf pH 7,4 + 0,04 eingestellt und die Losung wiederum & 100 ml aliquo-
tiert und bis zur Verwendung bei -20 °C eingefroren. Vor Verwendung des Puffers in Assays

wurde dieser steril filtriert.

3.2 Zellkultur

Alle Arbeiten, die zur Kultivierung von Zellen dienten, wurden aseptisch unter einer Werk-
bank mit laminarem Luftstrom durchgefiihrt, um eine Kontamination mit Fremdstoffen und
anderen Organismen zu verhindern.

Vor Beginn der Arbeit wurde das Ndhrmedium fiir ungefahr 15 min im Wasserbad bei 37 °C
erwarmt. Die Zellen wurden je nach bendtigter Zellzahl entweder in T175-
Gewebekulturflaschen (175 cm®) oder in kleineren T75-Gewebekulturflaschen (75 cm®) heran-
gezogen und bei 37 °C in 5 % CO,-Atmosphére mit einer relativen Luftfeuchte von 96 % kulti-
viert. Das Nahrmedium musste alle zwei bis drei Tage erneuert werden, wobei die Haufigkeit

von der Konfluenz, der Zelldichte und die Menge des Néhrmediums von der Grofle der
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Gewebekulturflasche  abhing. Fir die kleineren T75-Gebekulturflaschen wurden
15-20 ml und fir die T175-Gewebekulturtaschen 20-30 ml des entsprechenden Ndhrmediums
verwendet. Je nach Zelllinie wurden spezifische Nahrmedien verwendet, die im Kapitel 3.6
ndher charakterisiert werden. Entfernt wurde das Medium unter Verwendung einer Wasser-
strahlpumpe. Als Indikator, wann das Medium erneuert werden musste, diente das im Medium
vorhandende Phenolrot. Phenolrot ist ein pH-Indikator, der im Sauren von rot nach gelb um-
schlagt. Wahrend des Wachstums der Zellen entstehen im Verlauf des Zitratzyklusses Sauren,
die eine Erniedrigung des pH-Wertes bedingen und so zum Umschlagen des Indikators fiihren.
Erreichte der Zellrasen eine Konfluenz zwischen 80-90 %, wurden die Zellen mit Hilfe einer
Mischung aus Trypsin und EDTA von den Gewebekulturflaschen abgelst. Dazu wurde zuerst
das Néhrmedium entfernt und im néachsten Schritt der Zellrasen mit dem Trypsin-EDTA-
Gemisch abgespiilt, um den Ablosungsprozess behindernde Reste des Mediums zu entfernen.
Im Anschluss daran wurde wieder die gleiche Menge des Trypsin-EDTA-Gemisches zugefiigt;
fiir T75-Schalen wurden 2 ml und fiir T175-Schalen 3 ml verwendet. Danach folgte eine kurze
Inkubationszeit im Brutschrank bei 37 °C um das Temperaturoptimum fiir die Wirkung des
Trypsins zu gewahrleisten. Die Inkubationszeit war zellspezifisch und wird in Kapitel 3.6 bei
den verwendeten Zelllinien beschrieben. Zur Uberpriifung des erfolgreichen Ablosens wurde
mit der Handfldche an der Léangsseite der Gewebekulturflasche geklopft. War ein deutliches
Ablosen der Zellen erkennbar, wurden die Gewebekulturschalen mit Ndhrmedium auf 10 ml
aufgefillt (T75-Schalen mit 8 ml und T175-Schalen mit 7 ml). Durch mehrmaliges Auf- und
Abpipettieren wurden die restlichen Zellen vom Boden der Schale abgelost und die ent-
standene Suspension im Anschluss daran in ein 50 ml-PP-Zentrifugenrohrchen wberfiihrt. Die
Suspension wurde durch Zentrifugation bei 266 g und 4 °C pelletiert. Der Uberstand wurde
abgesaugt und durch 10 ml trypsinfreies Medium ersetzt. Nach Resuspension durch mehr-
maliges Auf- und Abpipettieren der Zellen wurde das gewiinschte Volumen der Zellsuspension
in eine neue Gewebekulturflasche tberfiihrt, die je nach Flache entweder 15 ml (T75) bzw.
20 ml (T175) vorgelegtes Nahrmedium enthielt. Das Volumen wurde so festgelegt, dass bis zum
Erneuten Passagenwechsel mindestens 3 Tage vergingen.

Die restliche Zellsuspension wurde zur Durchfithrung der in spéteren Kapiteln beschrieben

Versuche verwendet.
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3.3 Inkulturnahme von Zellen

Zur Inkulturnahme der Zellen wurde ein Aliquot dieser aus dem fliissigen Stickstoff bzw. aus
dem -80 °C kaltem Gefrierschrank entnommen und rasch in ein 37 °C warmes Wasserbad zum
Auftauen gestellt. Waiahrenddessen wurde wunter der sterilen Werkbank in eine
T75-Gewebekulturflasche 20 ml des entsprechenden Néhrmediums vorgelegt, im Anschluss
daran die Zellen in die Gewebekulturflasche iiberfithrt und bei 37°C und einem Atmospharen-
gehalt von 5 % CO, zum Anheften in den Inkubator gestellt. Das Nahrmedium wurde inner-

halb der nachsten 24 h gewechselt, um das beim Einfrieren zugesetzte DMSO zu entfernen.

3.4 Kryokonservierung von Zellen

Die Zellen wurden wie in Kapitel 3.2 beschrieben von einer konfluenten Gewebekulturflasche
(T75 oder T175) abgelost. Im Gegensatz zur oben beschriebenen Vorschrift wurde das ent-
stehende Zellpellet nicht in 10 ml Nahrmedium resuspendiert, sondern je nach Gewebekultur-
flasche entweder in 1,5 ml (T75) oder in 2 ml (T175). Zuséatzlich wurde das gleiche Volumen
einer Mischung aus FKS (Fetales Kalberserum) und DMSO (Dimethylsulfoxid) im Verhéiltnis
8 : 2 zugegeben, sodass eine Endkonzentration an DMSO von 10 % enthalten war. DMSO wird
zugesetzt, da es die Kristallbildung des Eises, die die Zellmembran zerstéren konnte, ver-
hindern soll. Jeweils 1 ml der so erhaltenen Einfriermischung wurde in spezielle Kryorohrchen
tberfiihrt.

Zunichst wurden die Zellen in einem -80 °C Gefrierschrank eingefrorenen und im Anschluss

daran im flissigen Stickstoff (Stickstofftank) zur langeren Aufbewahrung gelagert.

3.5 Behandlung der Zellen mit Zytostatika

Grundsatzlich wurden alle Arbeiten mit Zytostatika in einem separaten Labor, dem
Zytostatikalabor unter der Leitung von Prof. Dr. U. Jaehde durchgefiihrt. In diesem Labor
wurden die Zellkulturarbeiten unter einer Werkbank mit Personenschutz realisiert. Mit Zyto-
statika versehene Gewebekulturflaschen sowie Mikrotiterplatten wurden in einen speziellen
Inkubator unter den gleichen Bedingungen (5% CO,, 37 °C und 96 % relative Luftfeuchte)
kultiviert. An dieser Stelle sollen nicht alle Vorschriften, die zum Umgang mit Zytostatika zu
beachten sind, aufgefithrt werden. Sie konnen entsprechenden Literaturstellen entnommen
werden [84].
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3.6 Zelllinien

3.6.1 A2780 Wildtyp und A2780 Adr

Die Zelllinien A2780 und A2780 Adr wurden bei der European Collection of Cell Cultures
(ECACC, Salsbury, Wiltshire, UK) erworben. Die sensitive Zelllinie A2780 (ECACC
No. 93112519) ist eine humane, epitheliale Ovarialkarzinomzelllinie, kultiviert von einer unbe-
handelten Patientin [85]. Die resistente Zelllinie A2780 Adr (ECACC No. 93112520) wurde aus
der sensitiven durch kontinuierliches Stressen mit dem Zytostatikum Doxorubicin erhalten.
Die Zellen waren zu Beginn der Doktorarbeit schon im Labor vorhanden und in ausreichender
Menge kryokonserviert, sodass die Zellen nur noch wie in Kapitel 3.3 beschrieben in Kultur
genommen werden mussten. Um den Resistenzgrad der A2780 Adr zu erhalten, konnten die
Zellen mit 100 nmol/l Doxorubicin (Endkonzentration im Medium) eine Passage lang behandelt
oder eine neue Passage ausgefroren werden. Beide Zelllinien wurden bei 37 °C und 5 % CO; in
RPMI-1640 Medium mit 10 % FKS und 1 % P/S (Penicillin/Streptomycin) im Inkubator kulti-
viert. Zum Ablosen der Zellen mit Trypsin/EDTA reichten 1 bis 2 Minuten bei Raumtempe-

ratur aus.

3.6.2 2008 Wildtyp, 2008 MRP1 und MRP2

Wie die Zelllinie A2780 ist auch die 2008 eine humane Ovarialkarzinomzelllinie von einer
unbehandelten Patientin [35]. Die Zelllinien 2008 MRP1 und 2008 MRP2 wurde durch retro-
virale Transfektion mit humaner MRP1 bzw. MRP2 cDNA aus der sensitiven Zelllinie erhalten
[86, 87].

Beide Zelllinien wurden uns dankenswerterweise von Prof. Dr. P. Borst (The Netherlands
Cancer Institute, Amsterdam, Niederlande) zur Verfiigung gestellt. Kultiviert wurden die Zell-
linien in RPMI 1640 Medium mit 10 % FKS und 1 % P/S. Zum Ablosen der Zellen mussten diese
fiir ca. 5-10 Minuten mit Trypsin/EDTA bei 37 °C inkubiert werden. Die Passagierung wurde

bei den transfizierten Zelllinien auf maximal 30 festgelegt, um den Resistenzgrad zu erhalten.
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3.6.3 MDCKII Wildtyp, MDCKII MRP1 und MDCKII MRP2

Die Zelllinie MDCK (Madin-Dabin Canine Kidney) stammt aus der Niere eines Cocker Spaniel.
Der hier verwendete Subklon MDCKII wurde aus einer spateren Passage der MDCK Zelllinie
gewonnen und weist leicht veranderte Eigenschaften auf [88]. MDCKII (ECACC No. 00062107)
wurde in D-MEM Medium mit 10 % FKS und 1 % P/S kultiviert, wéhrend bei den transfizierten
Zelllinien MDCKII MRP1 und MRP2 dem Medium noch 400 pg/ml G-418 (Geneticinsulfat)
zugesetzt wurde, um die Resistenz aufrecht zu erhalten. Transfiziert wurden die Zellen im Ar-
beitskreis von Prof. Dr. P. Borst (The Netherlands Cancer Institute, Amsterdam, Niederlande)
[89, 90], der die Zellen freundlicherweise zur Verfiigung stellte. Zum Ernten der Zellen wurden

sie wie in Kap. 3.2 beschrieben behandelt und im Anschluss fiir 10-20 min bei 37°C inkubiert.

3.7 Bestimmung der Zellzahl und des Zellvolumens

Zur Bestimmung der Zellzahl und des Zellvolumens wurde das Gerit CASY®1 Model TT ver-
wendet. Es ist ein dem Coulter-Counter verwandtes System, das Zellzahl und -volumen iiber
eine Widerstandsverdnderung misst. Hierzu werden aus der in Kap. 3.2 gewonnen Zellsuspen-
sion 20 pl entnommen und in 10 ml steril filtrierter Casy “ton-Losung durch Schwenken homo-
gen verteilt. Die Casy“ton-Losung dient als schwacher Elektrolyt, die mit konstanter
Geschwindigkeit durch eine Kapillare mit definiertem Innendurchmesser (150 um) und
definierter Lange flie3t. Wahrend der Messung wird durch zwei Platinelektroden eine konstan-
te Spannung iiber die Kapillarstrecke angelegt, dabei stellt die Kapillare einen definierten
Widerstand dar. Unter den hier herrschenden Bedingungen eines konstanten Stromflusses sind
Spannung und Widerstand proportional zueinander. Passieren nun Zellen die Kapillare, ver-
driangen diese so viel Elektrolytlosung wie es ihrem Volumen entspricht. Eine intakte Zelle
stellt hier einen Isolator dar, sodass es zu einer Widerstandserh6hung, proportional zur Flache
der Zelle kommt.

Die Amplituden der Messsignale entsprechen der Zellzahl, wahrend die Pulsflachen Aufschluss
tiber das Volumen der Zellen geben. Daraus werden sowohl der maximale und mittlere Zell-
durchmesser, als auch das Volumen der Zellen errechnet. Der Zelldurchmesser ist fiir die
einzelnen Zelllinien spezifisch und lasst Riickschliisse auf die Vitalitat der Zellen zu. Fiir die
Messung wurde die untere Messgrenze auf 9,5 pm und die obere auf 40 pm festgelegt. Auf

diese Weise werden Zelltrimmer mit einem Durchmesser <9,5um nicht beriicksichtigt.

43



3. Methoden

Partikel > 40 pm deuten auf Zellagglomerate hin und kommen durch unzureichende Ver-

einzelung zustande.

3.8 Membranpriaparation (vereinfacht)

3.8.1 Pufferherstellung

Fir die Membranpraparation wurden zwei spezielle Puffer benétigt, der Homogenisations-
puffer und der Storage-(Aufbewahrungs-)Puffer. Beide wurden aus einer HEPES-Stammlésung
(200 mmol/l, pH 7,4) hergestellt. In den folgenden Tabellen ist die genaue Zusammensetzung
der Puffer dokumentiert. Der pH-Wert wurde mit 0,1 mol/l Natronlauge eingestellt.

Wichtig fir die ersten Schritte der Membranpréparation sind hohe EDTA-Konzentrationen.
EDTA komplexiert die in den abbauenden Enzymen enthaltenen und fiir deren Wirkung
essentiellen Metallionen und verhindern so den Verdau von Zellbestandteilen, besonders der

Membran und der dort enthaltenen Transportproteine.

Tabelle 9: Zusammensetzung HEPES-Stammlosung (200 mmol/l, pH 7,4)

Molare Masse Einwaage
Substanz
[g/mol] [e]
HEPES-Na-Salz 260,29 17,353
HEPES 238,30 31,773
Aqua dest. 18,03 ad 1000

Tabelle 10: Zusammensetzung Homogenisationspuffer (Puffer 1)

Molare Masse Einwaage
Substanz
[g/mol] [ml] bzw. [g]
HEPES-Stammlsg. - 50,0
Na,EDTA 336,21 50,0
Aqua dest. 18,03 ad 500,0
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Tabelle 11: Zusammensetzung Storage (Puffer 2)

Substanz Molare Masse [g/mol]  Einwaage [g]
HEPES-Na-Salz 260,29 17,353

Na,EDTA 336,21 0,500

Aqua dest. 18,03 ad 1000

3.8.2 Vorbereitung der Zellen

Im Gegensatz zur normalen Zellkultur wurde aufgrund der Menge der benétigten Zellen die
Kultivierung nicht in T175-Gewebekulturflaschen, sondern in Tissue-Cultur-Dishes
(TC-Dishes) durchgefithrt. Hierzu wurden die Zellen (2008, 2008 MRP1, MDCKII,
MDCK MRP1, MDCKII MRP2, A2780, A2780 Adr) ausgehend von einer T75-Gewebe-
kulturschale wie in Kap. 3.2 beschrieben geerntet und jeweils 1 ml der Zellsuspension auf die
mit 19 ml Nahrmedium befiillten TC-Dishes verteilt. Diese wurden dann im Brutschrank, bei
37 °C und 5 % CO, kultiviert und bei Bedarf das Medium, durch Absaugen des verbrauchten
und Zugabe von neuem, gewechselt. Waren die TC-Dishes zwischen 80 und 90 % konfluent

wurde mit der Membranpraparation begonnen.

3.8.3 Durchfithrung der Membranpraparation

Vor Beginn der Arbeit wurden pro 5 TC-Dishes ein 50 ml PP-R6hrchen auf Eis gestellt, um
dieses vorzukiihlen. Ein hier beschriebener Durchgang umfasst immer 5 TC-Dishes und wurde
bei Bedarf wiederholt.

Je TC-Dish wurden 2,4 ml des Puffer 1 (vergl. Kap. 3.8.1) mit einer Pipette zugetropft und im
Anschluss daran mit Hilfe eines Zellschabers die Zellen von der Platte abgeldst. Die so ent-
standene Zellsuspension wurde mit einer Pipette aufgesogen und in ein gekiihltes PP-Réhrchen
tberfithrt. Um die restlichen Zellen von den Schalen abzulésen wurde jede Schale nochmals
mit 2 ml Puffer 1 (durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren) gespiilt und die Suspension
ebenfalls in das PP-Rohrchen tberfithrt. Anschliefend mussten die Zellen mit Hilfe eines
Polytron-Homogenisators zerkleinert werden. Dazu wurde die Zellsuspension unter die Zer-
kleinerungsdiise gehalten und dann der Motor langsam auf die Zerkleinerungsstufe hoch-
gefahren, fiir ca. 12 s gehalten und im Anschluss daran die Geschwindigkeit wieder langsam

reduziert.
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Hatte sich der entstehende Schaum abgesetzt, wurde der Vorgang nochmals wiederholt, um die
Zerstorung der Zellen zu vervollstindigen und die gewiinschten Membranfragmente zu er-
halten.

Die Zellmembranen mussten nun noch von den andern Zellbestandteilen wie Zellkernen ge-
trennt werden. Dies erreichte man durch mehrere Zentrifugationsschritte. Zunéchst wurden
die Suspensionen in Zentrifugenglaser tiberfithrt, die den verwendeten g-Zahlen standhalten
konnten, und mit Puffer 1 auf 50,0 g austariert. Nach zehnminiitiger Zentrifugation bei 40.000 g
und 2 °C wurde der Uberstand abgesaugt, ohne das Pellet zu beschadigen. Um die verbliebenen
unerwiinschten Zellbestandteile zu entfernen, wurden zwei weitere Zentrifugationsschritte
durchgefiihrt. Hierzu wurden die Zentrifugenrohrchen mit Puffer 2 auf 40,0 g austariert, die
Pellets gleichzeitig resuspendiert und fiir 10 Minuten bei 40.000 g und 2 °C zentrifugiert und
nach Absaugen des Uberstandes der Vorgang wiederholt.

Das so erhaltenen Membranpellet wurde mit 2,25 ml Puffer 2 pro 5 Schalen resuspendiert, in
Eppendorfgefifie zu jeweils 0,250 ml aliquotiert und nach Beschriftung im -80 °C Gefrier-

schrank bis zur weiteren Verwendung eingefroren.

3.9 Proteinbestimmungen

3.9.1 Grundlagen der Proteinbestimmungen nach Bradford

Der Triphenylmethanfarbstoff Coomassie-Brilliant-Blau G250 ist in der Lage in saurer Losung
mit den Seitenketten von kationischen und hydrophoben Aminoséuren in Proteinen Komplexe
zu bilden. Dabei wird die kationische Form des Coomassie-Farbstoffes mit einem Absorptions-
maximum von 470 nm in der Sulfonatform stabilisiert und das Absorptionsmaximum nach
595 nm verschoben.

Im Gegensatz zu anderen gidngigen quantitativen Bestimmungsmethoden nach Lowry oder
dem Amidoschwarz Assay kann man mit Bradford-Reagenz Proteine in sauren Losungen
quantifizieren, wodurch nach der Lyse der Proben der Cisplatin-Uptakeversuche (Vergl.

Kap. 3.15) keine zusétzliche Neutralisierung der Proben erforderlich war.
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3.9.2 Durchfiihrung der Proteinbestimmung nach Bradford

Die Durchfithrung erfolgte nach der Beschreibung fiir 96-Well Mikrotiterplatten des Herstellers
Sigma-Aldrich. Zu Beginn der Arbeit wurde das Bradford-Reagenz aus dem Kiihlschrank
geholt und vorsichtig geschiittelt, sodass es sich auf Raumtemperatur (RT) erwérmen konnte.
Aus dem BSA-Standard wurden Verdiinnungen im Bereich zwischen 0,05 bis 1,4 mg/ml her-
gestellt und die Proben mit Aqua dest. so verdiinnt, dass sie im Bereich der Kalibriergeraden
lagen. Von den so erhaltenen Probe- und Standardlésungen wurden jeweils 5 pl pro Well im
Triplett einer 96-Well Mikrotiterplatte pipettiert.

In jedes Well wurde mit Hilfe einer Multikanalpipette 250 ul des Bradford-Reagenz gegeben
und kurz geschiittelt.

Bei Raumtemperatur wurden die Proben fiir ca. 10 min inkubiert, sodass sich der Farbkomplex
bilden konnte. Die Absorption wurde im POLARstar® bei 595 nm und Raumtemperatur

gemessen.

3.9.3 Grundlagen der Proteinbestimmung mit Amidoschwarz

Grundlage fiir diese Proteinbestimmung ist die Adsorption des Farbstoffes Amidoschwarz 10B
an Proteine. Die adsorbierte Farbstoffmenge wird photometrisch bestimmt und korreliert mit
dem Proteingehalt der Probe. Der Vorteil der Methode gegeniiber den anderen Methoden wie
zB. nach Lowry und Bradford ist eine geringere Storanfilligkeit gegeniiber hohen
Lipidkonzentrationen und Pufferzuséitzen wie z.B. EDTA. Diese Bestimmungsmethode kam zur
Bestimmung des Proteingehaltes bei Proben fiir den Western-Blot (Kap. 3.10) zum Einsatz. Fiir
die 100 prozentige TCA-Losung wurden 100,0 g TCA eingewogen und mit Aqua dest. zu
100,0 ml aufgefiillt. Die 6 prozentige wurde durch Verdiinnung der 100 % TCA-Losung gewon-

nen. Beide Losungen wurden bei 4-8 C aufbewahrt.

3.9.4 Hergestellte Losungen fiir die Amidoschwarz Proteinbestimmung

Stamml6sung: Trichloressigsdure-Stammlosungen
100 ml 100 % Trichloressigsaure(TCA)-Losung 100 % (m/V)
100 ml 6 % Trichloressigsaure(TCA)-Losung 6 % (m/V)
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Amidoschwarz-Farbelosung

Substanz Molare Masse [g/mol] Einwaage
Eisessig 60,05 50 ml
Methanol 32,04 225 ml
Amidoschwarz 10B 616,46 1,25¢g
Aqua dest. 18,03 Ad 500,0 ml

Entfarbe-Losung

Substanz Molare Masse [g/mol] Einwaage
Eisessig 60,05 10 ml

Methanol 32,04 450 ml

Aqua dest. 18,03 Ad 500,0 ml

Tris-SDS-Losung pH 7,5 (bei Raumtemperatur)

Substanz Molare Masse [g/mol] Einwaage
Tris 121,14 12,1¢g
Natriumdodecylsulfat (SDS) 288,40 20g
Aqua dest. 18,03 Ad 100,0 ml

Die Lagerung der Tris-Losung erfolgte bei Raumtemperatur.

Elutionslosung
Substanz Molare Masse [g/mol] Einwaage
EDTA-Natrium 336,21 125 pl
Natriumhydroxid 40,00 20g
Ethanol 50 % (V/V) - Ad 500,0 ml

3.9.5 Durchfiihrung der Proteinbestimmung mit Amidoschwarz

Die Durchfithrung der Proteinbestimmung mittels Amidoschwarz erfolgte in Anlehnung an die

von Kaplan et al. beschriebene Methode [91].
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Von den Probelosungen wurde ein Volumen abgeschétzt, das einen Proteingehalt zwischen 5
und 10 pg erwarten lie, in ein 1,5 ml Reaktionsgefafy vorgelegt und mit Wasser auf 225 pl auf-
gefiillt. Zum Erstellen einer Kalibriergeraden wurde eine BSA-Stammldsung so verdiinnt, dass
neun Konzentrationen zwischen 0 bis 15 pg Gesamtprotein erhalten wurden.

Zur Solubisation und anschlieflender Préazipation der Proteine in den Proben wurden zunéachst
30 pl der Tris-SDS-Losung zugegeben, mit den Proben vermischt und im Anschluss daran 50 pl
eiskalte 100 % TCA-Losung hinzugefiigt und gevortext. Die Ansdtze wurden mindestens 2 min
bei Raumtemperatur inkubiert.

Zum Zusammenbau des Vakuumblocks wurde ein mit Wasser befeuchtetes Filterpapier in den
Block eingelegt, dariiber eine Polyvinyldifluorid(PVDF)-Membran platziert und der Block den
Anweisungen des Herstellers folgend zusammengesetzt. Die PVDF-Membran wurde vorher
15 s mit Methanol benetzt und im Anschluss daran 2 min im Wasserbad befeuchtet.

Der fertig zusammengebaute Vakuumblock wurde an die Membranpumpe angeschlossen und
ein Unterdruck von 600 mbar angelegt. Die prazipitierten Proben konnten nun in die dafiir
vorgesehenen Locher pipettiert werden. Zum vollstandigen Auftragen der Proteine wurden die
1,5 ml-Reaktionsgefafie noch mit 200 pl einer 6 % TCA-Losung gespiilt und die Spillosung in
die entsprechenden Vertiefungen des Vakuumblocks pipettiert. Zum Abschluss erfolgte eine
Spillung der Vertiefung mit 200 pl der 6 prozentigen TCA-Losung. Die beladene Membran
wurde aus dem Block entnommen und angefarbt.

Die sich anschlieffenden Farbe- und Entfarbeschritte wurden unter stindigem Schiitteln der mit
der jeweiligen Fliissigkeit bedeckten PVDF-Membran auf dem Horizontalschiittler bei Raum-
temperatur durchgefithrt. Als erstes wurde der Farbeschritt ausgefithrt. Hierzu wurde die
Membran mit 25 ml der Amidoschwarz-Farbelosung fiir 25 min inkubiert. Im Anschluss wurde
die Membran zur Entfernung des iiberschiissigen Farbstoffs fiir eine Minute in Aqua dest.
geschwenkt. Um unspezifisch gebundenen Farbstoff zu entfernen, folgten drei Waschschritte
mit je 25 ml frischer Entfarbelosung fiir eine Dauer von jeweils 3 min. Die Reste der
Entfarbelésung wurden durch 3 min Schwenken der Membran in Wasser entfernt.

Die so angefarbten Proteinproben und Standards fiir die Kalibriergerade wurden mit Hilfe einer
Einlochzange aus der Membran ausgestanzt und in ein Pyrex-Glasrohrchen tberfithrt. Der
eingelagerte Farbstoff wurde durch Zugabe von 1 ml der Elutionslosung innerhalb von 15 min
und Schiitteln aus den Membranen eluiert. Die Absorption der Proben wurde bei 630 nm gegen

Wasser als Nullwert vermessen.
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3.10 SDS-Page und Western-Blot

3.10.1 Grundlagen der SDS-PAGE und des Western-Blots

Die diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) dient zur Trennung
von Proteinen nach ihrem Molekulargewicht im elektrischen Feld [92]. Zundchst werden
Disulfidbriicken mit Hilfe von Dithiothreitol (DTT) gespalten. Die reduzierten Proteine werden
in SDS solubilisiert. Dieser Schritt ist notwendig, um die proteinspezifischen Eigenschaften,
wie Faltung und Eigenladung, weitgehend zu zerstéren bzw. zu maskieren. Nur so kann eine
Auftrennung der Proteine nach ihrer Molekiilgrofie sichergestellt werden.

Der Western-Blot ist eine immunologische Methode zur Bestimmung von Proteinen mit
spezifischen Antikorpern. Die Proteine miissen hierfiir zunachst aus dem Gel eluiert werden.
Dies geschieht durch Anlegen einer Spannung senkrecht zur Geloberflache. Dabei bewegen
sich die Proteine in Richtung des elektrischen Feldes aus dem Gel heraus und werden dann
durch hydrophobe Wechselwirkungen auf eine Membran iibertragen und fixiert.

Beim immunbiologischen Schritt kommt es zur Anwendung von zwei Antikorpern. Der erste
ist zur spezifischen Markierung des zu untersuchenden Proteins bestimmt und wird auch als
primérer Antikorper bezeichnet. Der zweite oder auch sekundire Antikorper ist gegen den
Fc-Teil des primdren Antikorpers gerichtet und beinhaltet ein Enzym, das kovalent an den
sekundaren Antikoérper gebunden ist. Zur Detektion wird ein Substrat des Enzyms zugegeben,
welches durch Umsetzung z.B. zu fluoreszieren beginnt oder eine spezifische Farbreaktion aus-

16st.

3.10.2 Bendotigte Puffer und Losungen

Stammlosungen:
100 ml Tris-HCI pH 8,8 1 mol/l
100 ml Tris-HCl pH 6,8 1 mol/l
10 ml 10 % SDS-Losung 10 % (m/V)
10 ml Tris-Losung 20 mmol/l
1ml Ammoniumpersulfat(APS)-Losung 10 % (m/V)
1 ml Dithiothreitol(DTT) 3,2 mol/l
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Die Tris-Stammlésungen wurden bei 4 °C im Kiihlschrank aufbewahrt. Die SDS-Losung bei

Raumtemperatur. Die APS und DTT-Losungen wurden am Gebrauchstag immer frisch her-

gestellt, da sie nicht stabil sind.

Trenngel-Losung 7,5 %

Substanz Molare Masse [g/mol] Volumen [ml]
Acrylamid 30 % 71,08 3,750
Trenngelpuffer - 5,625

Aqua dest. 18,03 5,356

SDS 10 % - 0,150

TEMED 116,20 0,012

APS 10 % - 0,100

Sammelgel-Losung

Substanz Molare Masse [g/mol] Volumen [ml]

Acrylamid 30 % 71,08 0,833
Sammelgelpuffer - 0,625
Aqua dest. 18,03 3,465

SDS 10 % - 0,050

TEMED 116,20 0,005

APS 10 % - 0,021

Elektrophoresepuffer-Stammlésung
Substanz Molare Masse [g/mol] Einwaage [g]
Glycin 75,07 28,80
TRIS-Base 121,14 6,06
SDS 288,60 10,00
Aqua dest. 18,03 ad 1000,00

Die Aufbewahrung des Elektrophoresepuffers erfolgt bei 4-8°C.
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Transferpuffer pH 8,2 - 8,4

Substanz Molare Masse [g/mol] Einwaage [g]
Glycin 75,07 28,80

TRIS-Base 121,14 6,06

Aqua dest. 18,03 ad 2000,00

Tris-SDS-Losung pH 7,5 (bei Raumtemperatur)

Substanz Molare Masse [g/mol] Einwaage/Volumen
Tris 121,14 12,1g
Natriumdodecylsulfat (SDS) 288,40 20g
Aqua dest. 18,02 ad 100,0 ml

Gesittigte Bromphenolblau-Losung

Substanz Molare Masse [g/mol] Einwaage/Volumen
Ethanol 96 % (V/V) 121,14 10,0 pl
Bromphenolblau 669,96 ~ 1,0 mg
Aqua dest. 18,02 ad 10,0 ml

Bei der Bromphenolblau-Losung handelt es sich um eine gesattigte Losung. Uberschiissiger
fester Farbstoff wurde durch Zentrifugation entfernt und der Uberstand zur Herstellung des

Probenauftragspuffer (PAP) verwendet.

Probenauftragspuffer (PAP)

Substanz Molare Masse [g/mol] Einwaage/Volumen
Tris-HCI pH 6,8 - 1,75 ml
Glycerol 92,10 20g
10 % SDS-Losung - 5 ml
Bromphenolblau-Lsg. - 1,25 ml

Der Probenauftragspuffer wurde zu je 475 pul in 1,5 ml PP-Reaktionsgefafien aliquotiert und bis
zur Benutzung bei -20 °C eingefroren. Kurz vor der Verwendung wurde der Puffer durch

Zugabe von 25 ul DTT-Lésung (Endkonzentration: 160 mmol/l) vervollstandigt.
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TBS-Stammlésung pH 7,3

Substanz Molare Masse [g/mol] Einwaage/Volumen
Tris 121,14 6,06 g
Natriumchlorid 58,44 40,0 g
Aqua dest. 18,02 ad 500,0 ml

Aus der TBS-Stammlosung (Trisgepufferte-Kochsalzlosung = Tris buffered saline) wurde durch
1:9 Verdiinnung TBS-Losung hergestellt. Die TBS-Losung wiederum diente zur Herstellung
von TBST (Trisgepufferte Kochsalzlésung mit Tween 20° = Tris buffered saline with Tween 20)
durch Zugabe von 200,0 pl Tween 20 in 100,0 ml TBS. Aus TBST konnte dann durch Lésen von

0,5 g Magermilchpulver in 100 ml TBST die Blockierungslosung hergestellt werden.

3.10.3 Durchfithrung der SDS-PAGE

Die zu untersuchenden Proteinlésung, der Protein Grofienstandard und ein Aliquot Proben-
auftragspuffer (PAP) wurden zum Auftauen auf Eis gelagert. Zur Herstellung der Gele wurden
zwei 25 ml Rundkolben mit einem 1,5 cm Rihrfisch bestiickt. Das Trenngel (Endkonzentration
Acrylamid 7,5 %) wurde wie folgt hergestellt: 3,750 ml Acrylamid-Losung (30 % (m/V)),
5,625 ml Tris-HCI pH 8,8 und 5,365 ml Wasser wurden in einem Rundkolben vorgelegt und gut
verrithrt. Beim Entgasen durch Anlegen eines Unterdruckes von 50 mbar fiir 15 min wurde der
Sauerstoff aus der Losung entfernt, der durch Abfangen der radikalischen Zwischenprodukte
die Polymerisation des Acrylamids verhindern wiirde. Im Anschluss wurden ziigig 150 pl SDS,
12 yl TEMED und 100 ul der APS-Losung zupipettiert und vorsichtig geriihrt, um Schaum-
bildung zu vermeiden.

Nun erfolgte die Befiillung der Giefivorrichtung mit der Trenngellosung unter Zuhilfenahme
einer Einmalpipette, wegen der Toxizitdt des Acrylamids und um Kontamination anderer
Geriate zu vermeiden. Um eine moglichst gerade Abschlussfliache zu erhalten wurde die Trenn-
gelmischung in der Giefvorrichtung noch mit Wasser iiberschichtet.

Zur Herstellung des Sammelgels (Endkonzentration Acrylamid 5 % (m/V)) wurden 833 pl
Acrylamid-Losung, 625 pl Tris-HCl und 3,465 ml Aqua dest. in den anderen Rundkolben
pipettiert und wiederum fiir mindestens 15 min bei 50 mbar entgast. Nach Ablauf der Poly-
merisationszeit fiir das Trenngel wurden die restlichen Bestandteile, 50 pl SDS-Losung, 5 pl

TEMED und 20,8 ul APS-Losung, zum Sammelgelansatz zugegeben und so die Polymerisation
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gestartet. Vom fertigen Trenngel wurde vorsichtig das tiberschichtete Wasser abgeschiittet. Die
Gielvorrichtung wurde dann mit dem Sammelgelansatz vollstindig aufgefiillt und ab-
schlieffend die Schablone fiir die Probentaschen so eingesetzt, dass keine Lufteinschliisse vor-
handen waren. Nach einer Polymerisationszeit von ca. 30 min hatte das Gel eine gentigend
hohe Festigkeit und der Schablonenkamm konnte entfernt werden.

Das Gel wurde anschlieffend aus der Giefvorrichtung entfernt und in die Gelkammer einge-
setzt. Der Elektrophoresepuffer wurde aus Elektrophoresepufferstammlésung durch 1:9 Ver-
dinnung mit Wasser in einem Endvolumen von 1000 ml frisch hergestellt, die
Elektrophoresekammer damit befiillt und die Probentasche mit dem Puffer gespiilt.

Die wahrend der Membranpraparation (vgl. Kap. 3.8) erhaltenen Proteinproben wurden so ver-
diinnt, dass sich ein Gesamtproteingehalt von 2 pg bzw. 4 pg pro Bahn ergab. Anschlieend
wurden sowohl der Proteinstandard als auch die Proben 1:1 mit PAP gemischt. Die
Disulfidbriicken der Proteine wurden durch Inkubation der Proben im Thermoblock fiir 30 min
bei 37 °C zu den freien Thiolen reduziert.

Die Proben wurden nun einzeln in die Taschen des Gels pipettiert und die Elektrophorese bei

den in Tabelle 12 beschriebenen Bedingungen durchgefiihrt.

Tabelle 12: Einstellungen der Elektrophorese-Kammer fiir die SDS-PAGE

Spannung: 200V

Zeit: ca. 40 min

Die Dauer von 40 min konnte eventuell tiber- oder unterschritten werden, die Elektrophorese
wurde beendet, sobald die Bromphenolblaubande das Ende des Gels erreicht hatte.

Nach Beendigung der Elektrophorese wurde das Gel aus der Apparatur entfernt, das Sammel-
gel vorsichtig abgetrennt und verworfen. Um spezifische Proteine anzufirben wurde mit dem

Trenngel ein Western-Blot durchgefiihrt.

3.10.4 Durchfithrung des Western Blots

Ein Stick PVDF-Membran wurde auf die Grole des Trenngels zurechtgeschnitten, 20 s mit
Methanol benetzt und bis zur Verwendung in Transferpuffer geschwenkt. Zunachst wurde der

Blottingbehélter mit einem Kiihlakku bestiickt und der Tank bis zur Halfte mit Transferpuffer
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gefiillt. Zum Rithren wurde ein Ruhrfisch (2 cm) in den Tank gegeben und dieser auf einem
Magnetrithrer platziert. Das Trenngel wurde im Anschluss fir 5 min im Transferpuffer
equilibriert. Das Gel und die Membran wurden nun den Herstellerangaben entsprechend in die
Block-Cassette eingesetzt, dabei wurde in einer Entwicklerschale gearbeitet, sodass alle
Bestandteile immer mit Transferpuffer bedeckt waren. Eventuell eingeschlossene Luftblasen
wurden unter Verwendung eines Glasstabs vorsichtig, durch leichten Druck entfernt. An-
schlieBend wurde die Cassette in den Blotting-Tank iiberfiihrt und fehlender Transferpuffer bis
zur maximalen Fillhohe zugegeben. Die Apparatur wurde angeschlossen und mit in Tabelle 13

gezeigten Einstellungen der Western Blot gestartet.

Tabelle 13: Einstellungen der Elektrophoresekammer fiir den Western Blot

Spannung: 100 V
Stromstérke: 350 mA
Zeit: 60 min

Nach Beendigung des Blots wurde die PVDF-Membran aus der Apparatur entnommen und die
Antigen-Antikorperreaktion durchgefithrt. Alle Reaktionen wurden auf dem Horizontal-
schiittler, bei Raumtemperatur durchgefiithrt und die Membran in verschiedenen Losungen in-
kubiert. In einem geeigneten Gefafl wurden zunichst 50 ml Blockierungslosung vorgelegt.
Durch Inkubation der Membran mit dem Milchprotein fiir 1 h wurde die Membranoberflache
mit Proteinen abgeséttigt und die unspezifische Antikorperbindung auf ein Minimum reduziert.
Uberschiissige Blockierungslosung wurde durch dreimaliges Waschen fur 10 min in TBST
abgespilt, hierbei wurde die TBST-Losung bei jedem Schritt erneuert und die alte Losung ver-
worfen. Die Bindung des Antikorpers erfolgte wéhrend einer 1 stiindigen Inkubation der
Membran in 10 ml Antikérperlosung bei Raumtemperatur. Im Anschluss wurde der Blot in der
Antikorperlosung iiber Nacht (mindestens 8 Stunden) im Kiihlschrank bei 4 °C gelagert. Die
verwendeten Antikorper und deren Verdiinnungen sind in Tabelle 14 aufgelistet.

Bei allen Antikérpern handelt es sich um monoklonale Antikorper, die mit Hilfe von Méausen
hergestellt wurden. Ein Problem dabei ist, dass sich einige Antikérper gegen hochkonservierte
Regionen der Proteine richten und es zur Detektion der entsprechenden Proteine aus anderen
Spezies (z.B. Hunde P-gp) kommen kann. Aus der Literatur ist dies z.B. fiir den Antikorper
C219 bekannt [93].
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Tabelle 14: Liste der verwendeten Antikorper. Alle Antikérper wurden bei Chemicon® International er-
worben.

Antikorper Bez. Verdiinnung keine Kreuzreaktion Epitope

MRP1 QRCL-1 1:500 MDR1, MDR3, MRP2-6  Intern: AS 918-924

MRP2 M,l-4 1:50 MDR1, MRP1, MRP3, Intern: AS 215-310
MRP5

P-gp C219 1:640 MRP1, MRP2, MRP3 Intern

Die Antikorperlosungen waren aufgrund des Azidzusatzes gegen mikrobiologische Konta-
mination geschiitzt und konnten nach Gebrauch mehrmals (bis zu 6 Monate bei einer Lagerung
bei -20 °C) wiederverwendet werden.

Am nichsten Tag wurde die tiberschiissige Antikorperlosung in ein 50 ml PP-Rohrchen tber-
fithrt und wie oben beschrieben zur weiteren Verwendung aufbewahrt. Die Membran wurde
dann dreimal mit 40 ml frisch hergestelltem TBST-Puffer fiir je 10 min auf dem Horizontal-
schiittler gespiilt und geschiittelt, um nicht gebundene Antikorper zu entfernen. In der
Zwischenzeit wurden 20 ml einer Losung aus 5 % (m/V) Magermilchpulver in TBST-Puffer
hergestellt und im Anschluss im Verhéltnis 20.000:1 mit dem sekundéren Antikorper gemischt.
Eine Membran wurde mit 10 ml der sekundaren Antikérperlosung in TBST benetzt und fiir
1,5 h bei Raumtemperatur inkubiert.

Die Antikorperlésung wurde im Anschluss verworfen und die Membran noch zweimal in 40 ml
TBST-Puffer fiir je 10 min gespiilt bzw. nach dem zweiten Waschschritt bis zur weiteren
Detektion in TBST geschwenkt.

Der sekundére Antikorper (anti-mouse) ist gegen das Fc-Fragment des primdren Antikorpers
gerichtet. Zuséatzlich ist an den Antikérper das Enzym Meerrettich-Peroxidase gekoppelt,
welches der weiteren Detektion dient. Die Detektion erfolgte mit Hilfe des ECL-Reagenz (engl.:
Enhanced Chemiluminescence), das nach Herstellerangaben verdiinnt und zubereitet wurde.
Der TBST-Puffer wurde von der Membran entfernt und 2 ml der frisch hergestellten ECL-
Losung vorsichtig an den Rand der Membran pipettiert. Durch vorsichtiges Schwenken konnte
sich die Losung gleichmaflig auf der Membran verteilen, und es folgte eine kurze Inkubations-
phase von 2 min bei Raumtemperatur. Die Peroxidase konnte in dieser Zeit das in der ECL-
Losung enthaltene Substrat zu einem Produkt umsetzen, dessen Chemilumineszenz dann mit

der Geldokumentationseinheit detektiert und festgehalten werden konnte.

56



3. Methoden

3.11 5(6)-Carboxy-2',7'-dichlorofluoresceindiacetat (CDFD) Uptake Assay

3.11.1 Funktionsweise des CDFD-Assays

Die Durchfithrung erfolgte in Anlehnung an den Efflux-Assay von Lauopeze et al. [94]. 5(6)-
Carboxy-2',7'-dichlorofluoresceindiacetat (CDFD) ist eine nicht fluoreszierende Vorstufe des
5(6)-Carboxy-2',7'-dichlorofluoresceins (CDF) und eine Mischung aus 5- und 6- Carboxy-2',7'-
dichlorofluoresceindiacetat. Durch intrazellulare Esterasen wird CDFD zum fluoreszierenden

CDF hydrolisiert.

intrazellulare
O O Esterasen - O ‘
-2 CH3;COOH =

+2 H,O
X /\WOH g /\H/OH

Abbildung 7: Reaktion von 5(6)-Carboxy-2',7'-dichlorofluoresceindiacetat zum 5(6)-Carboxy-2',7'-
dichlorofluorescein, dem fluoreszierenden Agens.

In Abbildung 7 ist die Reaktion des CDFD zum CDF schematisch dargestellt. Sowohl CDFD als
auch CDF sind Substrate des MRP2 und werden durch das Protein aktiv aus der Zelle in das
umgebende Medium transportiert; wobei eine Affinitat fiir das Anion vorliegt [94]. CDF selbst
kann die Zelle auf Grund der Ladung nur in sehr geringem Mafle verlassen, sodass es
intra_zellular zur Akkumulation kommt. Im Gegensatz zum Calcein-AM-Assay (vergl.
Kap. 3.13) kann die Fluoreszenz des extrazellulairen CDF nicht durch Zugabe von Cobalt(II)-
Ionen gequencht werden, sodass nicht im Microplate-Reader (Fluostar oder Polarstar) gemessen

werden konnte.

3.11.2 Durchfithrung des CDFD-Assays im FACS®-Réhrchen

Fiir den Assay wurden keine speziellen Puffer verwendet, aufler dem schon in Kap. 3 beschrie-
benen Krebs-HEPES-Puffer (KHP). Lediglich die CDFD-Losung musste aus einer 1 mmol/l
Stammlosung in DMSO durch Verdiinnen in KHP hergestellt werden. Hierzu wurden 5 pl der

Stammlosung in 5 ml KHP verdiinnt und mit Hilfe eines Vortexers gut vermischt. Die ver-
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schiedenen Zelllinien (MDCKII, MDCKII MRP2, 2008 und 2008 MRP2) wurden wie in Kapitel
3.2 beschrieben von den T175-Gewebekulturflaschen abgelost. Nach dem Zéhlen wurden die
Zellen dreimal mit je 5 ml KHP gewaschen, wobei jeweils ein Zentrifugationsschritt bei 266 g
und 4 °C und Absaugen des Mediums vor Ersetzen des Mediums bzw. des KHPs vorausgingen.
Die Zelldichte wurde nach der letzten Zentrifugation so mit der Pufferlosung eingestellt, dass
eine Suspension mit einer Millionen Zellen pro Milliliter entstand. Von dieser wurden je 800 pl
auf die FACS®-Réhrchen verteilt. Nach Zugabe von 100 pl eines Modulators bzw. KHP (Null-
wert), folgte eine Inkubationsphase von 15 min bei 37 °C im Wasserbad. Im Anschluss daran
wurden 100 pl der CDFD-Losung zugesetzt und sofort mit der ersten Messung begonnen (End-
konzentration 0,5 oder 1 pumol/l). Nach definierten Zeitpunkten wurde eine Probe im FACS®-
Calibur vermessen. Die Einstellungen fiir das Gerat sind Tabelle 15 zu entnehmen.

Uber den gesamten Messzeitraum wurden die Zellen im auf 37 °C temperierten Wasserbad
leicht geschiittelt, sodass sich die Zellen nicht anheften konnten und das Temperaturoptimum
fiir das MRP-Protein eingehalten wurde. In der Dissertation von H. Miiller konnte der Einfluss
der Temperatur auf die Transportgeschwindigkeit der ABC-Transporter nachgewiesen werden.

[95].

Tabelle 15: Einstellungen des FACS®-Calibur fiir den CDFD-Assay im Réhrchen

Forward Scatter E00 Linear

Side Scatter: 350 Linear
Fluoreszenzkanal 1: 600 Logarithmisch
Modus: Rohrchen

3.11.3 Durchfithrung des Microplate-CDFD-Assays

Wie in Kapitel 3.2 beschrieben wurden die Zellen (MDCKII, MDCKII MRP2) bei 80-90 % Kon-
fluenz mit Hilfe von Trypsin von den T175-Gewebekulturschalen abgelost. Im Anschluss daran
wurden die Zellen mit Hilfe des Casy“-Model TT -Zellzihlers gezahlt und 10 Millionen Zellen
in ein PP-Rohrchen tberfihrt und nochmal abzentrifugiert (266 g, 4 °C). Der Uberstand wurde
entfernt und durch 5ml KHP ersetzt. Nach Resuspension folgten drei weitere
Zentrifugationsschritte unter gleichen Bedingungen, um alle Reste des Nahrmediums zu

entfernen. Dies war notwendig, da im Ndhrmedium zum einen der absorbierende Farbstoff
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Phenolrot, als auch Esterasen enthalten sind, die CDFD schon vor Eintritt in die Zelle
hydrolisieren wiirden.

In eine 96-Well Platte wurden dann 160 pl der Zellsuspension in jede Vertiefung einpipettiert.
Danach wurden je 20 pl der zu untersuchenden Modulatoren in die Wells pipettiert. Damit sich
ein Gleichgewicht einstellen konnte wurde eine kurze Vorinkubation von 15 min im Brut-
schrank bei 37 °C und 5 % CO,-Gehalt vorgenommen. Erst im Anschluss daran wurden je Well
20 pl des Farbstoffs zupipettiert, was zu einer Endkonzentration von 0,5 pumol/l CDFD pro Well
filhrte. Danach wurde die Platte abgedeckt und im Inkubator fiir 2h Stunden bei oben
genannten Bedingungen inkubiert, sodass sich ein Gleichgewicht zwischen Influx und Efflux
einstellen konnte. Danach wurde die Platte bei den in Tabelle 16 aufgefiihrten Einstellungen

VErmessen:

Tabelle 16: Einstellungen des FACS®-Calibur fiir den Microplate CDFD-Assay

Forward Scatter Eo00 Linear

Side Scatter: 350 Linear
Fluoreszenzkanal 1: 600 Logarithmisch
Modus: MAS

3.11.4 Funktionsweise der Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytrometrie ist ein optisches Messverfahren, bei dem einzelne Partikel in einem
Flissigkeitsstrom auf Fluoreszenz- und/oder Streulichtsignale untersucht werden koénnen.
Diese Partikel konnen auch Zellen oder Zellbestandteile darstellen. Im Wesentlichen besteht
ein Durchflusszytometer aus drei Bestandteilen:

Einem Fliissigkeitssystem, einem optischen System und einem Signal verarbeitenden System.
Das Fliissigkeitssystem ist das Medium in dem die Zellen suspendiert und durch die Messkam-
mer mit dem optischen System gefiihrt werden. Es fithrt von der Zuleitung tiber die Messkam-
mer bis hin zum Abfallbehélter (Hiillstrom). Eine zweite Leitung fiithrt die Proben aus dem
Probenrdhrchen bzw. der Messplatte dem Hiillstrom zu und mit diesem in die Messkammer.
Bevor Hiillstrom und Probenstrom sich vereinigen wird letzterer verengt und auf bis zu 7 m/s

beschleunigt. Dieser Vorgang wird auch als hydrodynamische Fokussierung bezeichnet und
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sorgt dafiir, dass die zu vermessenden Zellen vereinzelt und perlenschnurartig an der Mess-
vorrichtung vorbeigefithrt werden.

Am Messpunkt trifft ein Lichtstrahl mit einer Exzitationswellelange von 488 nm auf die ver-
einzelte Zelle.

Das optische System wiederum ist aus einer Anregungs- und einer Detektionseinheit auf-
gebaut. Die Anregungseinheit besteht aus einem Argonlaser, dessen Strahl zu einem horizontal
elliptischen Durchmesser von 20 x 60 pm mit ausreichender Signalintensitdt und Auflosung
verformt und gebiindelt wird. Die Detektionseinheit erfasst den Forward Angle Scatter (FSC),
Side Scatter (SSC) und die Fluoreszenz.

FSC bedeutet so viel wie Vorwértsstreulicht, das axial zum anregenden Laserstrahl detektiert
wird. Das Vorwartsstreulicht ist proportional zur Zelloberflache.

Der SSC misst das Streulicht, das im Winkel von 90° austritt. Das Seitwartsstreulicht resultiert
aus Reflexion und Lichtbrechung und ist proportional zur Granularitat bzw. Komplexitat der
Zelle.

Die Fluoreszenz schlieBBlich wird éhnlich wie der SSC im Winkel zum anregenden Laserstrahl
gemessen. Sie dient als Messgrofie zur Identifizierung der gewiinschten Eigenschaften, in
diesem Fall der Transportaktivitdt des Resistenzproteins. Je nach emittierter Wellenldnge kann
das emittierte Licht in drei unterschiedlichen Fluoreszenzkanalen (FL,, FL, und FL;) detektiert
werden, die sich in den Wellenldngenbereichen unterscheiden.

Das signalverarbeitende System konvertiert optische Signale in elektrische. Als Photo-
detektoren kommen hierbei Photodioden (FSC) und Photoréhren (FSC und Fluoreszenz) zum
Einsatz [96]. Der Vorteil der Durchflusszytometrie besteht darin, dass jede Zelle einzeln ver-

messen werden kann, ohne das im Medium vorhandende, fluoreszierende Substanzen storen.

3.12 Daunorubicin-Efflux-Assay

3.12.1 Grundlagen des Daunorubicin-Efflux-Assays

Daunorubicin ist ein Substrat vieler ABC-Transporter, die fiir Multidrug Resistenz verantwort-
lich gemacht werden, darunter P-gp, MRP1 und MRP2 [97, 98]. Es besitzt fluoreszierende
Eigenschaften und interkaliert in die DNA, was zur Ausloschung der Fluoreszenz fithrt [99].
Die DNA ist aufgrund ihrer Gréfle und Polaritét nicht in der Lage passiv durch die Zellmemb-

ran zu diffundieren. Inkubiert man nun Zellen mit und ohne ABC-Transporter mit Dauno-
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rubicin, so diffundiert dieses durch die Zellmembran und akkumuliert innerhalb der Zelle. Ist
ein oben genannter Transporter vorhanden, wird es aktiv aus der Zelle hinaus transportiert,
sodass deutlich weniger Daunorubicin innerhalb der Zelle vorhanden ist. Durch Zugabe eines
Inhibitors fiir den entsprechenden Transporter wird konzentrationsabhidngig der Gehalt an
Daunorubicin in der Zelle erhoht, da dieser mit Daunorubicin um den Efflux konkurriert. Nach
einiger Zeit stellt sich ein Gleichgewicht zwischen Uptake und Efflux ein.

Bei der Durchfithrung mit Zellen kann nach Einstellung des Gleichgewichts extrazellular DNA
zugefithrt werden und das im Medium befindliche Daunorubicin durch Interkalation in die
DNA aus dem Influx/Efflux-Gleichgewicht entfernt werden. Eine Abnahme der Daunorubicin-
Fluoreszenz ist zu beobachten. Bei unterschiedlicher Modulatorkonzentration sollte dann eine
geringere Abnahme der Fluoreszenz zu sehen sein, bis hin zur Anpassung an den ent-

sprechenden Wildtyp ohne das Transportprotein.

3.12.2 Durchfiihrung des Daunorubicin-Efflux Assays

Die Zellen (A2780, A2780 Adr, MDCKII, MDCKII MRP2) wurden wie oben beschrieben von
den Gewebekulturflaschen abgelost und dreimal mit KHP gewaschen, um Reste des Nahr-
mediums zu entfernen. Die Zellen wurden anschlieBend mittels des Casy” ModelTT gezéhlt
und so verdiinnt, dass eine Zelldichte von 1 Million Zellen pro ml entstand. Je Well wurden
dann 160 pl dieser Suspension in eine 96-Wellplatte mit Hilfe einer Multikanalpipette pipettiert.
Im Anschluss wurde bei den MDCKII-Zelllinien 10 pl einer 100 pmol/l XR9577 Losung
zugegeben, damit das in den Zellen enthaltene P-gp blockiert und die Messung durch die
Anwesenheit dieses Transporters nicht verfialscht wurde. Wurde der Versuch mit der Ovarial-
karzinomzelllinie A2780 bzw. A2780 Adr durchgefiihrt, wurden 170 pl der entsprechenden Zell-
suspension verwendet. Eine Inhibition von P-gp durch XR9577 war nicht erwiinscht, weshalb
die Lésung nicht zugesetzt wurde.

Im Folgenden wurden die entsprechenden Modulatoren mit einem Volumen von 20 pl in die
Wells pipettiert. Fir den Nullwert wurde das entsprechende Losungsmittel des Modulators, in
der Regel KHP, gegebenenfalls Aqua dest., in die Wells gegeben. In Abbildung 9 ist das ver-
wendete Pipettierschema, das identisch ist mit dem fiir den Calcein-AM-Assay, dargestellt
Nachdem die Modulatoren zugesetzt worden waren, folgte eine kurze Vorinkubationsphase

von 15 min im Brutschrank bei 37 °C. Danach wurden 10 pl einer 10 umol/l Daunorubicin
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Losung mittels Multikanalpipette zugesetzt, sodass eine Endkonzentration von 0,5 pmol/l pro
Well entstand. Bis zur Einstellung des Steady-States (Gleichgewichtszustands) wurde die
Mikrotiterplatte dann fiir weitere 2 h im Inkubator bei 5 % CO; und 37 °C bebriitet.

Kurz vor der Messung wurden dann pro Well 10 pl einer 1 mg/l DNA-Suspension zugesetzt
und die Platte unmittelbar im Anschluss mit den in Tabelle 17 beschriebenen Einstellungen im

Microplatereader vermessen:

Tabelle 17: Testparameter fiir den Daunorubicin-Efflux Assays mittels Microplatereader

Anzahl der Zyklen: 30

Anzahl der Lichtblitze: 10
Intervallzeit zwischen den Reihen: 0,5
Vermessung der Mikrotiterplatte: Horizontal
Required Value: 50 %

Gain (485/520): /40
Scan-Modus: Plate

3.12.3 Datenanalyse des Daunorubicin-Efflux Assays

Zur Auswertung des Daunorubicin-Efflux Assays wurden zuerst wieder die Nullwerte ohne
Zellen von den erhaltenen Werten mit Zellen abgezogen. Aus den erhaltenen Kurven wurde
der hintere lineare Teil manuell ausgewahlt und mittels linearer Regression gefittet. Zum
Erhalt einer Dosis-Wirkungskurve wurden dann die erhaltenen Steigungen gegen die loga-

rithmierten Konzentrationen des Modulators aufgetragen (siehe auch Kapitel 3.13.5).

3.13 Calcein-AM-Assay

3.13.1 Grundlagen

Calcein-Acetoxymethylester (Calcein-AM) ist eine nicht fluoreszierende Vorstufe des Fluores-
zenzfarbstoffs Calcein. Dieser wird durch unspezifische Esterasen intrazellular aus dem
Calcein-AM gebildet. Calcein-AM ist sehr lipophil und kann die Zellmembran der Krebszellen
nahezu ungehindert iiberwinden. Auf der anderen Seite besitzt das gebildete Calcein-Anion

durch seine entstehenden Carbonsaurefunktionen eine vierfach negative Ladung, ist dadurch
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sehr viel hydrophiler und kann die Zellmembran so nur noch durch aktiven Transport iiber-
winden. Calcein-AM ist ein Substrat sowohl von P-gp als auch von MRP1 und MRP2 [100,
101], wahrend das Calcein-Anion nur fiir MRP1 und MRP2 ein, wenn auch deutlich schlechte-
res, Substrat darstellt [102]. Um die mogliche extrazellulare Fluoreszenz zu unterdriicken
wurden Cobalt(Il)-ionen verwendet, die einen quenchenden Effekt auf das Calcein-Anion
ausliben und aufgrund ihrer Eigenladung nicht passiv in die Zelle diffundieren kdnnen.

Calcein-AM kann also von allen untersuchten Transportproteinen als Substrat erkannt und aus
der Zelle hinaus geschleust werden, sodass im Vergleich zum entsprechenden Wildtyp deutlich
weniger Calcein-AM in die Zelle gelangt und somit auch weniger Calcein-AM in das fluores-
zierende Anion umgewandelt werden kann. Gibt man nun einen Modulator des entsprechen-
den Transportproteins hinzu, kommt es zu einer Konkurrenz um die Bindungsstelle am Trans-
portprotein. Dadurch kann mehr Calcein-AM in die Zelle gelangen und es kommt zu einem

von der Modulatorkonzentration abhangigen Fluoreszenzanstieg in der Zelle.

AL Calcein-AM

Zelle

Calcein-AM | )
intrazelluldre

I Esterasen

Calcein-AM

Cobalt(l1)

4

XR9577

~

0)—__ABCB1/ABCG2

Abbildung 8: Schematische Darstellung des Calcein-AM Akkumulations-Assays fiir MRP1 und MRP2.

Die Bildung des Calcein-Anions ist hierbei abhidngig von mehreren Faktoren. Unter Anderem
wird sie von der Diffusionsgeschwindigkeit des Esters durch die Zellmembran und von der
Hydrolyse-Geschwindigkeit der Esterasen, die wie die meisten Enzyme einer Michaelis-
Menten Kinetik folgen, beeinflusst. Wahrend der Messung bleibt die Konzentration des Modu-
lators konstant, wiahrend die Calcein-AM Konzentration im Laufe der Messung sinkt. Die

Kinetik folgt also einer Reaktionskinetik erster Ordnung. Zum Beginn der Messung ist ein so
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groler Uberschuss des Esters vorhanden, dass eine Kinetik pseudonullter Ordnung angenom-
men werden kann und zu Beginn der Messung eine lineare Kinetik vorliegt. Das Calcein-Anion
ist ein so schlechtes Substrat von MRP1 und MRP2, dass auch bei diesen Zelllinien zu Beginn

der Messung die gleiche Kinetik angenommen werden kann [103].

3.13.2 Calcein-AM-Assay fiir MRP1 und MRP2

Die verschiedenen Zelllinien (MDCKII MRP1, MDCKII MRP2, MDCKII, 2008 MRP1, 2008 WT)
wurden von der Gewebekulturflasche abgelost und zentrifugiert, danach wurde die Zellzahl
wie in Kap. 3.7 beschrieben bestimmt. Fiir eine 96er-Mikrotiterplatte wurden 1,5 Millionen Zel-
len pro Zelllinie verwendet. Das entsprechende Volumen der Zellsuspension wurde aus dem
50 ml PP-Rohrchen in ein Eppendorf-Gefaf; tiberfithrt. Nach Zentrifugation (10.000 rpm, Short-
spin) wurde das Nahrmedium entfernt und durch 1 ml KHP ersetzt, ohne das Zellpellet zu
beschadigen. Dann folgten drei Waschschritte in je 1 ml KHP (10.000 rpm, Shortspin). Das
Pellet wurde jeweils mit 1 ml KHP resuspendiert und dann wieder zentrifugiert. Nach den
Waschschritten wurde das Zellpellet durch Auf- und Abpipettieren in 1 ml KHP resuspendiert
und vorsichtig in ein Falcon mit 4 ml KHP gegeben. Nach Homogenisierung mit Hilfe des
Vortexers” wurden jeweils 70 pl dieser Zellsuspension in eine 96er-Mikrotiterplatte nach dem
in Abbildung 9 aufgefiihrtem Schema tiberfiithrt. Die Reihen 2, 3, 5, 6, sowie 8, 9, 11 und 12 der
Platte wurden mit der Zellsuspension versetzt, wihrend in die tibrigen Reihen die gleiche
Menge Puffer gefiillt wurde. Nun wurden 10 pl einer 50 pmol/l XR9577-Lésung zur Blockierung
von P-gp und BCRP mit Hilfe einer Multikanalpipette in alle Wells gefiillt. Es folgte eine
10 mintitige Vorinkubation im Brutschrank bei 37 °C und 5 % Kohlenstoftdioxid.

Im Anschluss wurden die Modulatoren in einem Volumen von 10 pl zupipettiert, wobei jede
Konzentration im Triplett pipettiert wurde. Das heifSt 10 pl wurden immer in eine Vertiefung,
in der nur Puffer vorgelegt war und zwei in Vertiefungen, die Zellsuspension enthielten,
gefillt. Zum Schluss wurden zu jedem Well noch 10 pul einer 10 umol/l Cobalt(II)-sulfat-Losung
in KHP zupipettiert, sodass eine Endkonzentration von 1 pmol/l Cobaltionen pro Well
resultierte.

Im Anschluss erfolgte eine weitere Inkubationsphase von 30 min unter oben genannten Bedin-

gungen, sodass sich ein Gleichgewicht einstellen konnte.
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Abbildung 9: Pipettierschema eines standardméafligen Calcein-AM-Akkumulations-Assays. Je nach Ver-
suchsanordnung konnte die Wildtypzelllinien durch die transfizierte Zelllinie ersetzt werden. KHP wurde
anstatt der Zellsuspension in jede dritte Spalte einpipettiert, um die Eigenfluoreszenz der Substanzen zu
iberpriifen.

Kurz vor Beendigung der Inkubation wurde die Calcein-AM-Verdiinnung aus einer 1 mmol/l
Stammlosung durch verdinnen von 5pl der Stammlésung in 4 ml KHP hergestellt. Nach
grindlichem Vortexen der so entstandenen Calcein-AM-Losung wurden die Platten aus dem
Brutschrank entnommen und jedes Well mit 33 pl der Calcein-AM-Verdiinnung versehen.
Daraufhin wurden die Mikrotiterplatten in die Fluoreszenzreader gestellt und bei in Tabelle 18

beschriebenen Einstellungen vermessen.

Tabelle 18: Einstellungen der Microplatereader am Beispiel des POLARstar”

Anzahl der Zyklen: 20

Anzahl der Lichtblitze: 105"
Intervallzeit zwischen den Reihen: 1s
Vermessung der Mikrotiterplatte: Horizontal
Required Value: 20 %

Gain (485/520): -/36
Scan-Modus: Plate
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3.13.3 Calcein-AM-Assay fiir P-gp

Die Durchfithrung der Inhibitionsmessung fiir P-gp erfolgte dhnlich der in Kapitel 3.13.1
beschriebenen Aktivitatsbestimmung fiir MRP1 und MRP2. Da P-gp aber nicht in der Lage ist
das negativ geladene Calcein zu transportieren, ist es nicht nétig Cobaltionen zum Quenchen
von extrazelluldarem Calcein einzusetzen. Des Weiteren entfielen die Zugabe und die Vorin
kubation mit XR9577, da die Aktivitdt von P-gp gemessen und nicht unterdriickt werden sollte.
Das Volumen fiir die Zellsuspension wurde somit auf 90 pl pro Well und damit die Zellzahl auf
27.000 Zellen/Well erhéht. Ansonsten entsprachen die Durchfithrung und die Messein-
stellungen denen fiir die Calcein-AM-Assays fiir MRP1 und MRP2.

3.13.4 Kombinationsassays mit zwei Modulatoren

Prinzipiell gleicht die Durchfiihrung des Kombinationsassays der in Kap. 3.13.2 beschriebenen
fir MRP1 und MRP2. Jedoch wurden Cobalt(Il)-ionen und XR9577-Lésung nicht getrennt,
sondern zusammen hergestellt, sodass nur 10 pl einer Kombinationslosung aus 10 pmol/l
Cobaltsulfat und 50 pmol/l XR9577 verwendet wurde. Der Vorteil lag darin, dass so die Zellzahl
gleich bleiben konnte, wiahrend die Moglichkeit bestand noch einen weiteren Modulator zuzu-
setzen. Des Weiteren entfielen die in Abbildung 9 gezeigten Reihen ohne Zellen, sodass mehr

Konzentrationen auf einer Platte aufgetragen werden konnten.
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Abbildung 10: Pipettierschema fiir einen Kombinatiomsassay. Wahrend von links nach rechts die i. d. Regel
die Aktivator-Konzentration (gelb) steigt, steigt die Inhibitor-Konzentration (blau) von oben nach unten.
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Vorher musste jedoch auf eventuelle Eigenfluoreszenz des Modulators gepriift werden, da die
Eigenfluoreszenz nicht mehr abgezogen werden konnte. In Abbildung 10 ist das verwendete
Pipettierschema dargestellt. Die verwendeten Einstellungen fiir die Fluoreszenzmessgerite

gleichen denen fiir den oben beschriebenen Standardassay (Tabelle 18).

3.13.5 Datenanalyse der Calcein-AM-Assays

Die Datenanalyse fiir die Calcein-AM-Assays erfolgte mit Hilfe von Microsoft” Excel. Ein
Auswertungssheet wurde erstellt, welches die im Puffer ermittelten Fluoreszenzwerte von den
entsprechenden Daten mit Zellen subtrahiert und die Steigung der resultierenden Fluoreszenz-
Zeitkurve berechnet. Die ermittelte Steigung (spéter als Response bezeichnet) wurde auf der
Ordinate gegen die logarithmische Modulatorkonzentration auf der Abszisse aufgetragen. Mit
Hilfe von Gleichung 1 und einer nichtlinearen Regression wurde eine sigmoidale Kurve

erzeugt.

Gleichung 1

max — min
1+ 10UogECso—logx)*ny

y = min+

Bei der Gleichung handelt es sich um die vier-Parameter-logistische-Gleichung. Dabei
beschreibt y den Fluoreszenzanstieg pro Zeiteinheit, welcher abhéngig von der eingesetzten
Konzentration des Modulators (log x) ist. Der minimale Fluoreszenzanstieg wird durch ,min”
charakterisiert, wéahrend ,max” den maximal erreichbaren darstellt. Aus der sigmoidalen
Kurve wurde dann die ECs, (bzw. ICsp) ermittelt. Sie beschreibt die Konzentration, die einen
halbmaximalen Effekt auslost. Ist dieser Effekt eine Inhibition, spricht man von ICjy
(Inhibitory Concentration). In der sigmoidalen Kurve entsprechen diese Werte dem Wende-
punkt der Kurve.

Der Hillkoeffizient ny beschreibt die Steilheit der Kurve. Eine von ny = 1 abweichende Kurve
gibt erste Hinweise auf einen nicht rein kompetitiven Mechanismus. Die Auswertung mit
einem variablen Hillkoeffizienten erfolgte nur, wenn die Entscheidung mit einem F-Test (siehe
Kapitel 3.17.1) abgesichert wurde. Ansonsten wurde die drei-Parameter-logistische-Gleichung

verwendet, in der von ny = 1 ausgegangen wird.
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3.14 MTT-Assay

3.14.1 Funktionsweise des MTT-Assays

Der MTT-Assay ist ein Zelliberlebenstest, mit dem man die Empfindlichkeit von Zellen
gegeniiber einer oder mehrerer Substanzen tberpriifen kann. Das Prinzip des Assays beruht
darauf, dass man die Aktivitat der mitochondralen Hydrogenasen bestimmt, die nur in leben-
den Zellen funktionsfahig sind. Hierbei wird das gelbe, wasserlosliche 3-(4,5-Dimethyl-2-
thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazoliumbromid (MTT) enzymatisch zum violetten, wasserunlos-
lichen 1-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-3,5-diphenylformazan reduziert, welches photometrisch
detektiert werden kann (vergleiche Abbildung 11). Werden die Zellen durch die Testsubstanz
geschadigt oder abgetotet, sinkt die Aktivitat der Enzyme. Hierbei ist die Absorption proporti-

onal zur Zellvitalitat [104, 105].
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Abbildung 11: Reaktionsgleichung des MTT-Assays

3.14.2 Durchfiihrung des MTT-Assays

Die verschiedenen Zelllinien (A2780, A2780 Adr; MDCKII, MDCKII MRP2) wurden wie in
Kap 3.2 beschrieben bis zur fast vollstandigen Konfluenz kultiviert und im Anschluss daran mit
Hilfe von Trypsin/EDTA geerntet und bei 266 g und 4 °C zentrifugiert. Nach vorsichtigem Ab-
saugen des Uberstandes wurden die Zellen mit frischem Medium auf 10 ml aufgefiillt und
resuspendiert. Im Anschluss daran wurde die Zellzahl (vergl. Kap. 3.7) bestimmt.

1,5 Millionen Zellen wurden auf 12,5 ml verdiinnt, sodass eine Zellzahl von 120.000 Zellen/ml
entstand. Mit Hilfe einer Multikanalpipette wurde eine 96-Well-Mikrotiterplatte mit 90 pl pro
Well befiillt, was einer Zelldichte von ungefahr 10.800 Zellen pro Well entspricht.
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Abbildung 12: Pipettierschema fiir den MTT-Assay. Weif§ unterlegte Wells wurden nur mit Medium ge-
fillt. Blau unterlegt sind Wells mit der transfizierten Zelllinie, gelb mit der Wildtypzelllinie.

Damit die Zellen sich anheften konnten, wurde die 96-Well-Mikrotiterplaten fiir mindestens
4 h bei 37 °C und 5 % CO, im Brutschrank inkubiert. Nach spatestens 12 h wurde mikroskopisch
das Anheften der Zellen kontrolliert und im Anschluss daran die Zellen mit 10 pl der
gewiinschten zu untersuchenden Substanz versetzt. Es resultierte ein Endvolumen von 100 pl.
Jede Konzentration wurde mindestens als Dreifachbestimmung aufgetragen. Als Nullwert
diente das Losungsmittel der Substanz. Die duflersten Reihen wurden nur mit 1 x KHP befiillt,
da dort eine erhohte Verdunstung stattfinden konnte. Diese Werte wurden auch nicht in die
Messungen mit einbezogen. In Abbildung 12 ist schematisch der Aufbau einer Platte darge-
stellt. Die Platte wurde horizontal in der Mitte aufgeteilt. In einer Halfte wurde der Wildtyp
einer Zelllinie aufgetragen und in der anderen entsprechend die transfizierte bzw. resistent
geziichtete Zelllinie. Nach der Inkubationszeit von 72 h bei oben genannten Bedingungen im
Brutschrank wurden die Zellen mit einer MTT-Losung (100 mg MTT auf 20 ml PBS-Puffer,
lichtgeschiitzte Lagerung) versetzt. Pro Well wurden 20 ul der Losung mit einer Multikanal-
pipette zugesetzt. Im Anschluss daran folgte eine weitere Inkubationsphase von 60 — 90 min, in
der die Reduktion des Farbstoffes in den Mitochondrien stattfand. Die erfolgreiche Umsetzung
wurde unter dem Mikroskop anhand der Bildung der unléslichen Kristalle kontrolliert und
durch Zupipettieren von 150 pul eines Gemisches aus 2-Propanol und konzentrierter Salzsdure

(2-Propanol : HCI = 1:0,033) mittels Multikanalpipette beendet. Die Mikrotiterplatte wurde
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dann fiir mehrere Stunden im Kiihlschrank bei 8 °C aufbewahrt, damit sich das entstandene
Formazan vollstdndig 16sen konnte.

Die Absorption wurde mit Hilfe des POLARstar” Microplatereaders bei zwei Wellenlingen
gemessen: Bei 595 nm (Absorptionsmaximum des Formazans) und 690 nm (Hintergrundabsorp-

tion). Die Testparameter des POLARstars wurden wie in Tabelle 19 beschrieben festgelegt:

Tabelle 19: Testparameter fiir den MTT-Assay im POLARstar”

Anzahl der Zyklen: 1

Anzahl der Lichtblitze: 205"
Intervallzeit zwischen den Reihen: 1,0s
Vermessung der Mikrotiterplatte: Horizontal
Required Value: 80 %

Gain (595 nm / 690 nm): -/-
Scan-Modus: Plate

3.14.3 Der MTT-Assay als Kombinationsassay mit zwei Substanzen

Neben der in Kapitel 3.14.2 beschriebenen Methode, eignet sich der Assay auch zur Bestim-
mung der Hemmwirkung von Zytostatika in Gegenwart eines Modulators. Hierbei erfolgt die
Durchfithrung analog zur obigen Vorschrift; mit dem Unterschied, dass die Zellzahl auf
135.000 Zellen / ml eingestellt wurde. Pro Well wurden dann 80 pl einpipettiert, sodass eine
Zelldichte von ebenfalls 10800 Zellen/Well resultierte. Nach einer Inkubationszeit von mindes-
tens 4 h und maximal 12 h, in der sich die Zellen anheften konnten, wurden 10 pl der Modula-
toren in den gewiinschten Konzentrationen zugegeben, wobei die steigenden Konzentrationen
vertikal pipettiert wurden. Nach einer weiteren einstiindigen Inkubation wurden 10 pl der
Zytostatika Losung entsprechend horizontal hinzugefiigt, sodass ein Endvolumen von 100 pl
entstand. Nach einer weiteren Inkubationszeit von 72 h erfolgte die Bearbeitung analog zu der

in Kapitel 3.14.2 beschrieben Vorschrift.

Hinweis: Diese Methode wurde nur im Rahmen eines Projektes zur Charakterisierung von

150E, einem Naturstoff, in Kooperation mit dem Arbeitskreis von Prof. Dr. Kénig verwendet.
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3.14.4 Datenanalyse des MTT-Assays

Von den ermittelten Absorbtionswerten beim Maximum des Formazans bei der Wellenlange
595 nm wurden die ermittelten Werte der Hintergrundabsorption bei 690 nm subtrahiert, um
mogliche Stérungen durch das im Nahrmedium enthaltene Phenolrot und nicht umgesetztes
MTT zu minimieren. Die weitere Bearbeitung erfolgte mit dem Programm Graph Pad Prism
5.01. Dazu wurden die ermittelten Absorptionwerte gegen die logarithmierten Konzentrationen
des zu untersuchenden Modulators oder Zytostatikums aufgetragen. Die so erhaltene sigmoi-
dale Kurve wurde mit Hilfe der Hillgleichung (vergl. Kap. 3.13.5) analysiert und der ICs,-Wert
ermittelt. Der ICso-Wert gibt den Wert an, bei der die Halfte des maximalen Effekts, in diesem

Fall des Absterbens, erreicht wird.

3.15 Cisplatin-Uptake

3.15.1 Grundlagen des Cisplatin-Uptakes

Cisplatin oder auch cis-Diammindichloroplatin(II) (CDDP) ist ein vierbindiger Komplex, der als
Zentralatom ein zweifach positiv geladenes Platinion und als Liganden je zwei Chloridionen
sowie zwei Ammoniak-Molekiile, die zueinander cis-standig sind, besitzt. Cisplatin selber ist
somit ungeladen und kann relativ ungehindert durch die Zellmembran diffundieren. Im Ver-
gleich zum Inneren der Zelle herrscht im Medium ein hoher Chloridgehalt, sodass es intrazel-
lular zum Austausch der Chloridliganden durch Wassermolekiile kommt. Infolgedessen
bekommt der Aquakomplex eine zweifach positive Ladung und ist nun nicht mehr in der Lage
passiv aus der Zelle hinauszudiffundieren. MRP2 steht als GS-X-Pumpe im Verdacht Cisplatin
als Glutathion-Komplex aus der Zelle hinauszuschleusen. Ist dies der Fall, sollte in den mit
MRP? transfizierten Zellen intrazelluldr weniger Platin vorhanden sein als in den Wildtyp-
zellen. Der Platingehalt der Zellen kann mit Hilfe der flammenlosen Atom-

Absorptionsspektroskopie (AAS) ermittelt werden [106, 107].
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3.15.2 Grundlagen der flammenlosen Atom-Absorptionsspektroskopie

Mit einem Atom-Absorptionsspektrometer werden in der Regel Losungen von Metallsalzen
verdampft und analysiert. Dies geschieht entweder in einem Brenner oder in einem Graphit-
rohr, das zum Gliithen erhitzt wird (flammenlose AAS).

Die Atome werden mit einer Hohlkathodenlampe mit elementspezifischer Anregungswellen-
lange bestrahlt; dazu ist die Strahlungsquelle mit dem gleichen Element ausgeriistet, wie das zu
untersuchende Element. Die in der Atomisierungseinrichtung verdampften Atome werden mit
dem Licht aus der Hohlkathodenlampe bestrahlt und es kommt zu einer konzentrationsabhan-
gigen Lichtabsorption durch die Atome des entsprechenden Elements. Zur Messung wird im
Monochromator eine fiir das Element mdoglichst spezifische Wellenldnge ausgewahlt, um Ver-

unreinigungen auszuschliefen. Verglichen wird die Messung immer mit einem Referenzstrahl

3.15.3 Probenvorbereitung der Cisplatin-Uptake-Versuche

Die Zellen (MDCKII, MDCKII MRP2) wurden wie in Kap. 3.2 beschrieben mit Trypsin/EDTA
abgeldst. Nach Zahlung der Zellen mittels des Casy” Model TT, wurden 5 x 10° Zellen in eine
mit 10 ml Nahrmedium befiillte T25er Gewebekulturschale ausgesat. Uber einen Zeitraum von
ca. 12 - 16 h konnten sich die Krebszellen im Brutschrank bei 37 °C wieder an den Boden der
Schalen anheften. Anschlielend wurde das Anheften der Zellen unter dem Lichtmikroskop
tiberpriift. Waren die Zellen vital wurde das iiberstehende Ndhrmedium abgesaugt und durch
4,75 ml neues ersetzt. Mit einer Pipette wurden dann 0,25 ml einer 2000 umol/ml
Cisplatinlosung zugegeben, sodass eine Endkonzentration von 100 pmol/l Cisplatin im Néhr-
medium entstand. Im Anschluss wurden die Zellen zur Inkubation in den Brutschrank bei 37 °C
und 5% CO, Sattigung bis zur Beendigung der Cisplatinaufnahme nach definierten Zeit-
punkten (0, 10, 30, 60 und 120 Minuten) kultiviert. Zu den Messzeitpunkten wurde das
cisplatinhaltige Nahrmedium abgesaugt, um eine weitere Aufnahme von Cisplatin zu verhin-
dern. Im Anschluss daran wurden die Zellen zweimal mit eisgekiihltem PBS-Puffer gewaschen,
um eventuelle Reste des Nahrmediums und des Cisplatins zu entfernen. Danach wurden je
Schale 2 ml Trypsin/EDTA-Lésung zugetropft. Nach ca. 5 min Einwirkzeit wurde das Trypsin
durch Zugabe von 3 ml Nahrmedium inaktiviert und die Zellen durch mehrmaliges Auf- und
Abpipettieren abgelost. Anschliefend wurde die entstandene Zellsuspension in ein 15 ml PP-
Rohrchen iiberfithrt und die Zellen durch Zentrifugation fiir 4 min bei 266 g und 4 °C sedimen-
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tiert. Nach Absaugen des Uberstands wurde das Zellpellet in 1 ml PBS-Puffer durch zehn-
maliges Auf- und Abpipettieren resuspendiert, gewaschen und in ein 1,5 ml Eppendorf-
Reaktionsgefaf3 iiberfithrt. Nach Short-Spin (ca. 10 Sekunden bis 10400 g) in einer Zentrifuge
wurde abermals der Uberstand abgesaugt und durch 1 ml frischen, eisgekiihlten Puffer ersetzt.
Das Pellet wurde erneut resuspendiert und nach nochmaligen Short-Spin ein drittes Mal der
Uberstand abgesaugt und das entstandene Pellet bei -20 °C bis zur weiteren Verwendung ein-

gefroren.

3.15.4 Kalibrierung der AAS

Zur Herstellung der Cisplatin-Stammlésung (SL) wurden 15,4 mg Cisplatin in 10 ml Wasser
gelost und je 200 pl in 1,5 ml Reaktionsgefafie aliquotiert und bis zur Verwendung bei -20 °C
bis -24 °C eingefroren.

Durch Verdiinnen von 65 pl Cisplatin-SL in 10 ml Wasser wurde die Cisplatin-Arbeitslosung
(AL) mit einer Konzentration von 0,01 g/l hergestellt. Wie die Stammlésung wurde die Arbeits-
16sung aliquotiert und bis zur Verwendung eingefroren.

Zur Herstellung des Kalibrators wurde die AL nochmals so verdiinnt, dass eine Cisplatin-
Loésung mit einer Konzentration von 50 ng/l entstand. Hierzu wurden 50 pl der AL-Losung auf
10 ml Wasser aufgefiillt und gut durchmischt.

Die restlichen Kalibratoren =~ wurden dann vom  Autosampler des Atom-
Absorptionsspektrometers selbstdndig zusammengestellt. Als Nullwert und zur Verdinnung
der Kalibratorlosung diente doppelt destilliertes Wasser, welches auch zur Herstellung der
Cisplatin-Loésungen verwendet wurde. In Tabelle 20 sind die Mischungsverhéltnisse und die
Endkonzentrationen fiir die Erstellung der Kalibriergeraden angegeben. Fiir eine Injektion

wurden 20 pl in die Verdampfungseinrichtung eingespritzt.
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Tabelle 20: Verdiinnungen zur Erstellung der Kalibriergeraden durchgefiihrt durch den Autosampler des
Atom-Absorptionsspektrometers

Benotigtes Volumen

Benotigtes Volumen

End-Konzentration

Kalibrator an Aqua dest. der Kalibratorlosung an Platin
[pl] [pl] [ng/ml]
Cal Zero 20 0 0
1 18 2 5
2 16 4 10
3 12 8 20
4 8 12 30
5 4 16 40
6 0 20 50

3.15.5 Inprozesskontrolle durch Process Quality Control (PQC) — Proben

Die PQC-Proben dienten der Uberpriifung von Richtigkeit und Prézision wahrend der

Messung. Sie wurden durch Verdiinnung aus der Cisplatin-AL mit bidestilliertem Wasser her-

gestellt. In Tabelle 21 sind die hergestellten PQC-Proben und deren Zusammensetzung bezogen

auf 10 ml Wasser dargestellt. Die hergestellten PQC-Proben wurden zu 200 pul aliquotiert und

bis zur Verwendung bei mindestens -20 °C eingefroren. Zur Anwendung kamen die PQC-

Proben zuerst nach der Erstellung der Kalibriergeraden, um deren Richtigkeit zu gewéhrleisten.

Danach wurden sie nach jeder sechsten zu messenden Losung und zum Abschluss nach der

letzten injiziert. Die Préazision war dann hinreichend genau, wenn mindestens zwei Drittel der

PQC-Proben nicht mehr als 15 % vom Nominalwert abwichen und die PQC-Probe mit dem

kleinsten Nominalwert nicht mehr als 20 % vom Nominalwert differierte.

Tabelle 21: Hergestellte Process Quality Controls (PQC)-Proben, die benétigten Volumenangaben der Cis-
platin-AL beziehen sich auf ein Volumen von 10 ml

PQC-Probe Platin-Konzentration [ng/ml]  Volumen Cisplatin-AL [pl]
PQC 10 10 10
PQC 20 20 20
PQC 40 40 40
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3.15.6 Lyse der Zellpellets

Die in Kapitel 3.15.3 erhaltenen Pellets wurden in 100 pl konzentrierter Salpetersdure
resuspendiert und nach zehnmaligen Auf- und Abpipettieren davon 20 pl abgenommen und in
ein 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefaf3, das mit 480 pl Aqua dest. gefiillt war, tiberfiihrt und bis
zur Verwendung zur Proteinbestimmung nach Bradford (vergl. Kap. 3.9.2) bei -20 °C einge-
froren. Die restlichen 80 ul wurden mit Salpetersdure auf 300 ul aufgefiillt und solange stehen
gelassen bis alle Schwebteilchen aufgelost waren. Zur Messung in der AAS wurden die Proben
so verdiinnt, dass sie im Messbereich der Kalibriergeraden lagen. Dazu waren Verdiinnungen

1:1, 1:9 bis 1:19 mit doppelt destilliertem Wasser nétig.

3.15.7 Durchfiihrung der AAS-Messung

Die Proben, die Kalibrierlosung, die PQC-Proben sowie doppelt destilliertes Wasser als Null-
wert wurden in die entsprechenden Vertiefungen des Probentellers platziert und die Reihen-

folge notiert.

Tabelle 22: Temperatur- und Zeitprogramm zur Platinbestimmung mittels AAS unterteilt in 12 Schritte.

Schritt Temperatur Dauer Argonstrom Signalaufnahme
[°C] [s] [1/min]

1 95 5,0 3 Nein
2 110 60,0 3 Nein
3 120 10,0 3 Nein
4 650 15,0 3 Nein
5 650 10,0 3 Nein
6 650 10,0 3 Nein
7 1300 10,0 3 Nein
8 1300 2,0 3 Nein
9 1300 2,0 0 Nein
10 2700 0,7 0 Ja

11 2700 2,0 0 Ja

12 2700 2,0 3 Nein
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Die Messung erfolgte nach Injektion in das Graphitrohr automatisch nach dem in Tabelle 22
beschriebenen Temperaturprogramm. Alle Messungen erfolgten im ,Prompt height” Modus:
Alle Proben wurden so oft vermessen, bis die jeweilige relative Standardabweichung von 5 %
unterschritten wurde. Die Proben wurden somit mindestens zweimal, aber hochstens viermal
vermessen. Das Probenvolumen betrug pro Messung 20ul und wurde durch den

Probenansaugkopf automatisch abgemessen und injiziert

3.15.8 Datenanalyse des Cisplatin-Uptakes

Die ermittelten Absorptionen der Kalibriergeraden wurden gegen die entsprechenden
Cisplatinkonzentrationen aufgetragen und mittels Microsoft Excel® eine lineare Regression
erstellt.

Durch Umformung Regressionsgleichung nach x, wurden durch Einsetzen der gemessen
Absorptionen die in der Probe enthaltene Platinkonzentration ermittelt. Je nach Verdiinnung
wurde dann die erhaltene Konzentration mit dem reziproken Verdiinnungsverhéltnis multi-
pliziert, um den tatséchlichen Platingehalt zu ermitteln. Die erhaltenen Werte wurden dann
durch den gemessen Proteingehalt geteilt, um den Platingehalt pro Proteineinheit genauer zu
charakterisieren und Fehler durch unvollstindiges Ablésen der Zellen zu minimieren.

Nun konnten die Werte gegen die Zeit aufgetragen werden und es ergaben sich Platingehalt-

Zeit-Diagramme, die durch lineare Regressionen gefittet werden konnten.

3.16 Bestimmung des intrazelluliren Glutathiongehalts und des Glutathion-
Effluxes

3.16.1 Grundlagen der Glutathion-Bestimmung

Glutathion ist ein Tripeptid, aufgebaut aus Glutamin, Cystein und Alanin (Vergl. Abbildung
13) [108]. Aufgrund seiner Thiolgruppe ist es in der Lage mit Xenobiotika entweder tiber Kom-
plexbildung oder tiber die Ausbildung von kovalenten Di/Sulfidbriicken zu reagieren und diese
als Substrat fiir MRPs erkennbar zu machen. Glutathion ist des Weiteren in der Lage mit
Naphthalen-2,3-dicarbaldehyd (NDA) relativ  spezifisch zu einem fluoreszierenden
Isoindoladdukt zu reagieren. Dieses lasst sich bei der Wellenldnge 580 nm anregen, emittiert

bei d 620 nm und lésst sich zur Quantifizierung der Glutathionmenge heranziehen.
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PN CHO N
”75 S — ™ %;
HoN COOH N COOCH
Fluoreszierendes
Glutathion NDA Q Isoindoladdukt

Abbildung 13: Derivatisierungsreaktion von Glutathion mit Naphthalendialdehyd (NDA) zum fluores-
zierende Isoindoladdukt.

Um das oxidierte Glutathion (GSSG) bestimmen zu konnen, musste dieses chemisch in die
reduzierte Form tiberfithrt werden. Dies wurde durch Zugabe von Dithiotreithol (DTT), einem
Abkommling der Threose mit zwei Thiolgruppen, erreicht. Dieses Molekil ist in der Lage
durch Bildung einer intramolekularen Disulfidbriicke andere Disulfidgruppen in freie
Thiolgruppen zu tberfithren. Die Reaktion ist schematisch in Abbildung 14 dargestellt und
wurde verwendet um oxidiertes Glutathion (GSSG) in reduziertes Glutathion (GSH) zu tiber-

fuhren.

HO o g HO oL
SH S« S HS-<
HO R, R

DTT Disulfid
Abbildung 14: Disulfidbriicken Reduktion durch DTT.

3.16.2 Herstellung der Kalibriergeraden

In Tabelle 23 sind die Verdiinnungsschritte zur Herstellung der zur halbquantitativen Bestim-
mung noétigen Kalibriergeraden aus der GSH-Stammlosung (vergl. Kap. 3.16.2) aufgefiihrt, die
zur weiteren Bearbeitung noch 1: 99 zur Arbeitslosung (AL) verdiinnt werden musste. Hierzu
wurden 990 pl PBS-EDTA vorgelegt und 10 pl der GSH-Stammlosung zugegeben. Wichtig war,
dass alle Glutathionverdiinnungen immer auf Eis gelagert wurden, da diese sehr oxidations-

empfindlich sind.
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Tabelle 23: Verdiinnungsschritte zur Herstellung der Kalibriergeraden zur halbquantitativen Bestimmung
von intrazelluldrem Glutathion

Konzentration der  Benotigtes Volumen Bendétigtes Volumen

Endkonzentration
Stammlosung AL PBS - EDTA
[pmol/1]
[pmol/]] [pl] [pl]

100 10 390 2,5
100 20 380 5
100 80 720 10
100 60 340 15
100 120 280 30

10 40 360 1

10 20 380 0,5

3.16.3 Herstellung der Qualitatskontrollen

Um die vollstindige Derivatisierung des Glutathions zum Isoindoladdukt zu tberwachen,
wurden aus einer anderen GSH-Stammlésung Qualititskontrollen hergestellt. Nach Verdiin-
nung zur Arbeitslosung (vergl. Kap. 3.16.2) wurden wie in Tabelle 23 beschrieben Kontrollpro-

ben mit 0,5 und 30 umol/l hergestellt.

3.16.4 Durchfiihrung der intrazelluldren Glutathionbestimmung

Die Zellen (MDCKII, MDCKII MRP1, MDCKII MRP2) wurden wie oben beschrieben geerntet
und mit Hilfe des Casy"-Zellzihlers gezihlt. 1 x 10° Zellen wurden in ein Eppendorf-Réhrchen
tberfihrt und abzentrifugiert (Shortspin). Der Uberstand wurde mit Hilfe einer Pipette abge-
saugt ohne das Pellet zu beschadigen. Die so erhaltenen Pellets wurden dreimal in 1 ml PBS-
EDTA resuspendiert und anschliefend mittels Shortspin abzentrifugiert, um Uberreste des
Mediums und des darin enthaltenden Glutathions zu entfernen. Die vom Uberstand befreiten
Pellets wurden im Anschluss mit 300 ul HCI (1 mol/l) versetzt, mit einer Pipette ca. 20mal auf-
und abpipettiert und fiir circa 30 s bei Raumtemperatur ruhen gelassen. Nach Neutralisation
mit 300 pl NaOH (1 mol/l) wurde mit PBS-EDTA auf 1000 pl aufgefiillt. Bei 10200 g wurde

dann 5 min bei 4 °C abzentrifugiert. Im Anschluss daran wurde der Uberstand sofort in die 96-
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Well-Mikrotiterplatte pipettiert, wobei das Pellet am Boden nicht beschadigt oder aufge-
schwemmt werden durfte.

Transfizierte Transfizierte Wildtyp- Wildtyp-
KHP Zelllinie KHP Zelllinie KHP zelllinie KHP zelllinie
\ A | \ I \ | I

OO00000OOOO0O0
Ol0l0I0/00) 0|0 0l00]@.
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OO00OO000O0OOOO0

Ol0]0]00I0) 000000,
elelelelole elelelolele

100ul 100pl 90l 90l 100ul 100pl 90l 90l
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]

=

inkl. Uberstand inkl. Uberstand inkl. Uberstand inkl. Uberstand
Modulator Modulator +10ul DTT Modulator Modulator +10ul DTT
+10 pul DTT +10 pl DTT

Abbildung 15: Pipettierschema fiir einen typischen Glutathion-Assay, mit den verschiedenen verwendeten
Volumina.

Alle Proben wurden mindestens im Dublett pipettiert und zusatzlich ein Blindwert ohne
Zelllysat. Bei den Wells, die im Anschluss mit DTT versetzt wurden, pipettierte man nur 90 pl
ein, bei den iibrigen 100 pl. Analog wurden immer zwei Kalibriergeraden erstellt. Wahrend der

Wartezeiten wurde die Platte auf Eis gelagert.

Tabelle 24: Testparameter fiir die intrazellulire Glutathion-Bestimmung im Microplatereader

Anzahl der Zyklen: 50

Anzahl der Lichtblitze: 105"
Intervallzeit zwischen den Reihen: 1,0s
Vermessung der Mikrotiterplatte: Horizontal
Required Value: 50 %

Gain (595 nm / 620 nm): -/20
Scan-Modus: Plate
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Nachdem die Wells gefiillt waren, wurden in die entsprechenden Wells, die nur mit 90 pl
befiillt waren, 10 pl einer frisch hergestellten 100 mmol/l DTT-Losung zupipettiert. Nach einer
kurzen Inkubationszeit von 1 bis 2 min wurden 10 pl der NDA-Lésung in DMSO (10 mmol/l)

gegeben und die Platte sofort im Microplatereader vermessen. Die Einstellungen finden sich in

Tabelle 24.

3.16.5 Durchfiihrung der Bestimmung des Glutathion-Effluxes

Die Zellen (MDCKII, MDCKII MRP1, MDCKII MRP2, 2008 und 2008 MRP1) wurden geerntet
und mittels Casy“-Zellzahler wie oben beschrieben gezihlt. Durch dreimaliges Waschen mit
5 ml KHP, Abzentrifugieren, Absaugen des Uberstandes und erneutes Resuspendieren, wurden
die Zellen von Resten des Nahrmediums befreit. Von der so erhaltenen Zellsuspension wurden
jeweils eine Million Zellen entnommen und in 1,5 ml Eppendorfgefiafie iiberfithrt. Mit KHP
wurde das Volumen auf 900 pl ergdnzt und je 100 pul der entsprechenden Modulator-
Verdiinnung hinzupipettiert. Um moglichst physiologische Bedingungen zu erhalten, wurden
die Proben in ein 37 °C warmes Wasserbad gestellt und geschwenkt, sodass sich die Zellen
nicht anheften konnten. Ein Eppendorfgefal wurde immer nur mit KHP versetzt und diente

zur Bestimmung des Nullwerts.

Tabelle 25: Einstellungen des POLARstars” bei der Bestimmung des extrazelluliren Glutathions.

Anzahl der Zyklen: 50

Anzahl der Lichtblitze: 105
Intervallzeit zwischen den Reihen: 1,0s
Vermessung der Mikrotiterplatte: Horizontal
Required Value: 50 %

Gain (595 nm / 690 nm): -/ 40
Scan-Modus: Plate

Zu festgelegten Zeitpunkten wurden die Eppendorfgefifie aus dem Wasserbad entfernt und bei
4 °C abzentrifugiert (Shortspin). In diesem Schritt wurde der Efflux durch Minimierung der

Zelloberflache gestoppt. Nun wurde der Uberstand in eine Mikrotiterplatte (96-Wells) iiber-
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fithrt. Aus jedem Eppendorfgefafl wurden zweimal 100 pl und zweimal 90 pul in die Wells pipet-
tiert (Siehe schematische Abbildung 15).

Nach Zugabe von 10 pl einer 100 mmol/l DTT-Losung in die mit 90 ul befiillten Wells, wurde
zur Derivatisierung die gesamte Platte mit 10 pl einer 1 mmol/l NDA-Lésung versetzt und die
Platte sofort im Fluoreszenzreader mit den in Tabelle 25 beschriebenen Einstellungen ver-

messen.

3.16.6 Datenanalyse der Glutathion-Bestimmungen

Zunichst wurden die ermittelten Blindwerte mit den entsprechenden Modulatorkonzen-
trationen mit und ohne DTT von den gemessenen Fluoreszenzwerten abgezogen, sodass even-
tuell Eigenfluoreszenz des Modulators oder andere gebildete fluoreszierende Addukte vor der
Berechnung entfernt werden konnten. Die so erhaltenen Sattigungskurven wurden mit Hilfe
von Graphpad Prism” 5.0 analysiert. Zur Berechnung wurde die Gleichung zur Bestimmung

der einphasigen Assoziation (Gleichung 2) herangezogen.

Gleichung 2

Y =Y0 + (Plateau —Y0) x (1 — exp(—K * x))

Y0 ist der Wert, der fiir Y ermittelt wurde, wenn x (Zeit) ist gleich Null ist. Das Plateau be-
zeichnet den Y Wert, der bei einem unendlichen Zeitpunkt x ermittelt wird. K ist eine Zahl-
Konstante, die in reziproken Zeiteinheiten angegeben wird und immer die umgekehrte Einheit
wie x haben muss. Ist die Einheit von x Minuten (min) ist die Einheit von K = [min™1].

Die so erhaltenen Top-Werte (Maximal-Werte) wurden dann halblogarithmisch gegen den
Logarithmus der Modulator-Konzentration aufgetragen und die ICs, wie in Kap. 3.13.5

beschrieben ermittelt.

3.17 Allgemeine Methoden der Datenanalyse

3.17.1 Statistische Kennzahlen

Aus Messreihen mit n > 3 Messwerten x; wurden die folgenden statistischen Kennzahlen

berechnet. Zunéchst der arithmetische Mittelwert Gleichung 3.
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Gleichung 3

Z?=1 Xi

Xl
Il

Weiterhin wurde aus dem Mittelwert die Varianz s? ermittelt (Gleichung 4). Die Varianz ist
ein Maf fiir die Streuung der statistisch ausgewerteten Messwerte und dient zusatzlich als

Grundlage fiir den sogenannten F-Test.

Gleichung 4

P MRS

n—1

Durch Wurzelziehen aus der Varianz erhilt man die Standardabweichung s, (vergleiche
Gleichung 5). Wie die Varianz ist auch die Standardabweichung ein Maf} fiir die Streuung der

Messwerte Xx;.

Gleichung 5

Aus Gleichung 6 wurde der Standardfehler des Mittelwerts s), berechnet. Diese statistische
Kennzahl gibt die Streuung des Mittelwerts X der Stichprobe um den Mittelwert der Grund-

gesamtheit u an.

Gleichung 6

Alle Gleichungen wurden aus [109] entnommen.
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3.17.2 Statistische Tests: F- und t-Test

Alle statistischen Tests wurden unter der Annahme durchgefithrt, dass es sich um eine
Normalverteilung der Grundgesamtheit der Messwerte handelt. Die Irrtumswahrscheinlichkeit
wurde auf p < 0,05 festgesetzt.

Mit dem F-Test werden Varianzen von Stichproben mit einem Probenumfang von n; und
n, auf signifikante Unterschiede untersucht. Dazu wird mit Gleichung 7 der F-Wert berechnet

und mit tabellierten F-Werten verglichen.

Gleichung 7

2
S1 .

F=—=;es gilt:s; > s,
S2

Der tabellierte F-Wert ist abhangig von den Freiheitsgeraden f der Messreihen (f; = n; — 1
und f, = n, — 1) sowie von der Irrtumswahrscheinlichkeit p. Ist der tabellierte F-Wert kleiner
als der errechnete, so bedeutet dies, dass die Varianzen signifikant unterschiedlich zueinander
sind und somit auch die Grundgesamtheiten verschieden sind.

Bei einigen Versuchen wurde eine Sonderform des F-Tests eingesetzt [110]. Mit Hilfe dieses
statistischen Tests wurde entschieden, ob die nichtlineare Regression mit der Drei Parameter
Logistischen Gleichung, d. h. mit einem fixierten Hill-Koeffizienten von eins, oder mit der Vier
Parameter Logistischen Gleichung berechnet wurde. Dieser F-Wert wurde anhand von

Gleichung 8 bestimmt:

Gleichung 8
55,—=SS,
. —flﬁfz
f2
Die Variablen SS; und f; entsprechen der Summe der Fehlerquadrate und der Anzahl der
Freiheitsgrade bei Auswertung mit der Drei Parameter Logistischen Gleichung. Gleiches gilt
fir die Auswertung mit der Vier Parameter Logistischen Gleichung fiir SS, und f,. Wurde

anhand des F-Wertes kein signifikanter Unterschied zwischen beiden Modellen festgestellt,

wurde der Hill-Koeffizient ny bei der Auswertung des Experiments mit eins fixiert. Dieser Test
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wurde durchgefiihrt, da sich bei der nichtlinearen Regression héaufig alleine durch Einbringen
zusitzlicher Variablen das Bestimmtheitsmafy R? eines Modells verbessert. Dient dieser Wert
als Entscheidungsgrundlage bei der Auswahl des Modells, kénnen also irrelevante Parameter
in die Auswertung mit einbezogen werden.

Mit Hilfe des t-Test konnen die Mittelwerte zweier Messreihen mit einem Probenumfang n,
und n, anhand eines zweiseitigen ungepaarten t-Tests auf einen statistisch signifikanten
Unterschied gepriift werden. Zunéchst erfolgte die Berechnung der mittleren, gewichteten

Standardabweichung beider Datenreihen s, aus den Varianzen (s? und s3) siehe Kapitel 3.17.1.

Gleichung 9

512*(711—1)"‘522*(712—1)

Tl1+7’l2—2

Sp =

Nun lasst sich die Prifgrofle PG nach Gleichung 10 [92] berechnen:

Gleichung 10

|27 — x; ni * Ny
PG = *

Sp n, +n,

Diese Priifgrofie PG wurde mit einem tabellierten Wert ¢t verglichen, der von der Anzahl der
Freiheitsgrade f (mit f = ny + n, — 2) und der Irrtumswahrscheinlichkeit p (s. 0.) abhéngig
ist. War der tabellierte Wert t kleiner als die Priifgrofie PG, bedeutete dies einen signifikanten
Unterschied der beiden Mittelwerte und somit eine Zuordnung der Messreihen zu unter-

schiedlichen Grundgesamtheiten.

3.17.3 Korrelationen

Korrelationen wurden nach Pearson [110] durchgefiihrt. Die Berechnung der p-Werte erfolgt
beidseitig. Die graphische Darstellung erfolgt als lineare Regression mit Visualisierung des 95 %

Konfidenzintervalls mit Hilfe von GraphPad Prism® 5.01.
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3.17.4 Ausreiller-Test

Zur Evaluierung von Ausreiflern aus einer Korrelation wurde ein Ausreifler-Test nach Grubbs
durchgefiihrt [110]. Zunéchst musste fiir jeden Datenpunkt der Quotient aus y-Wert und
x-Wert gebildet werden. Aus diesen Quotienten (Q) wurden der Mittelwert (X) (nach Glei-
chung 3) und die Standardabweichung (s,) (nach Gleichung 5) errechnet. Durch Einsetzen in

Gleichung 11 wurden Z-Werte erhalten.

Gleichung 11

Jeder Z-Wert wurde mit tabellierten Werten verglichen. Ist Z grofier als der tabellierte Wert fiir
die Anzahl n der Quotienten, ist dieser Wert ein signifikanter Ausreifler mit einer

Irrtumswahrscheinlichkeit p < 0,05.

3.18 Eingesetzte Computerprogramme

Die Auswertung der Ergebnisse, Experimente und Versuche sowie deren graphische Aufberei-
tung und Darstellung erfolgte Computer gestiitzt mit folgenden Programmen:

Microsoft Excel” XP, Microsoft Cooperation (Redmond, USA)

GraphPad Prism” 5.01, GraphPad Software Incorporated (San Diego, USA)

ACD/logD 5.16, Advanced Chemistry Development Inc. (Toronto, Kanada)
Alle Strukturformeln wurden mit Hilfe von ChemOffice 6.0, bzw. dem dort integrierten

ChemDraw Ultra 6.0 erstellt.
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.1 Charakterisierung der Zelllinien mittels Western-Blot

Der Western Blot stellt eine bekannte Methode dar, die zur qualitativen und quantitativen
Bestimmung von Proteinen mittels Antikorpern angewendet wird [92]. Zu Beginn der vor-
liegenden Arbeit sollte mittels Western Blot nachgewiesen werden, welche Resistenzproteine
P-gp, MRP1 und MRP2 in den einzelnen, verwendeten Zelllinien vorhanden sind. Da es sich bei
den MDCKII Zellen um eine Nierenzelllinie handelt, ist es wahrscheinlich, dass neben den er-
wiinschten noch andere Resistenzproteine der Hundewirtszelle nativ mit exprimiert werden
(Vergl. Kapitel 1.5.5 und 1.5.6).

An dieser Stelle muss jedoch erwéhnt werden, dass zur Anfarbung der Proteine nur Antikérper
verwendet wurden, die gegen die humanen Proteine gerichtet sind, sodass nicht sicher gestellt
werden kann, ob alle entsprechenden Hundeproteine mit erfasst wurden. Die entsprechende
Sequenzhomologie der Proteine ist in der Regel sehr hoch. Bei MRP1 liegt sie zwischen Mensch
und Hund z.B. bei 92 % [111], bei MRP2 bei 83 % [112], sodass eine Kreuzreaktion zumindest

angenommen werden kann.

4.1.1 Auswertung der Blots

In Abbildung 16 sind Beispiele von erhaltenen Blots dargestellt. In den Blots fiir die MRPs
konnten die entsprechenden MRP-Proteine in den transfizierten Zelllinien wie erwartet nach-
gewiesen werden. Es existieren zum Teil groflere Unterschiede in der Hohe der Expression. In
den 2008 MRP1 konnte die grofite Menge an MRP1 detektiert werden, wahrend in der ebenfalls
transfizierten Zelllinie MDCKII MRP1 trotz gleich eingesetzter Menge an Protein nur deutlich
weniger MRP1 vorhanden war. Interessanterweise konnte in der entsprechenden Nierenzell-
linie MDCKII weder MRP1 noch MRP2 angeféarbt werden, obwohl es fiir eine Nierenzelllinie zu
erwarten gewesen wére, da beide Transporter dort nativ exprimiert werden sollten (siehe auch
Tabelle 26). Eine mogliche Ursache hierfir konnte sein, dass der entsprechende Antikérper an
eine nicht hochkonservierte Position des menschlichen Proteins bindet, die im caninen Protein
nicht vorhanden ist. Da Kreuzreaktionen fiir die verwendeten MRP-Antikorper im Gegensatz
zum P-gp-Antikorper [93] nicht bekannt sind, stellt dies durchaus eine wahrscheinliche

Moglichkeit dar. Es kann also davon ausgegangen werden, dass trotz des negativen Ergeb-
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nisses MRPs in den MDCKII Zellen vorhanden sind. Des Weiteren spricht fiir diese Ver-
mutung, dass auch in den 2008 Wildtypzellen eine gewisse Menge MRP1 detektiert werden
konnte und das MRP1 &hnlich wie P-gp im K&rper fast ubiquitdr exprimiert wird. In Tabelle 26
ist die von Conrad et al. ermittelte Haufigkeit der tiblichen Resistenzproteine in den Hundenie-

ren im Vergleich zum menschlichen Gewebe dargestellt [112].

Tabelle 26: Relative Haufigkeit der haufigsten Resistenzproteine in Hundenieren im Vergleich zur mensch-
lichen Niere nach Conrad et al. [112]. Fiir MRP2 standen keine Ergebnisse auf Proteinebene zur Verfiigung,
sodass Ergebnisse auf RNA-Ebene angegeben wurden. Modifiziert nach [112].

P-gp (Protein) MRP1 (Protein) MRP2 (mRNA)
Hund Mensch Hund Mensch Hund Mensch
4+ ++ ++ (+) + (+)

Die humanen Zelllinien 2008 WT und 2008 MRP1 entstammen dem Epithel eines unbehandel-
ten Ovarialkarzinoms. Da fiir Ovarien und besonders Epithelgeweben bekannt ist, dass in ih-
nen héufig Resistenzproteine, darunter besonders MRP1 und P-gp, nativ exprimiert werden,
[59, 113], war dieser Befund zu erwarten.

Wiéhrend mit den Antikérpern fir MRP1 und MRP2 nur die zu erwartenden Proteine in den
entsprechenden Zelllinien detektiert werden konnten, so wurden in allen verwendeten Zell-
linien zum Teil nicht unerhebliche Mengen an P-Glykoproteinen nachgewiesen. Die

2008 MRP1 und 2008 Zelllinien enthielten dabei den geringsten Anteil an P-gp.

4.1.2 Zusammenfassung der Western Blot-Ergebnisse

Alle verwendeten transfizierten (MDCKII MRP1, MDCKII MRP2 und 2008 MRP1) und selek-
tierten Zelllinien (A2780 ADR) enthielten die erwiinschten Proteine, sodass man von einer
erfolgreichen Transfektion bzw. Selektion der Zellen ausgehen kann. Das P-Glykoprotein
konnte in groflen Mengen in allen Zelllinien nachgewiesen werden. Obwohl in den MDCKII
WT Zellen auler P-gp keine anderen Resistenzproteine detektiert werden konnten, ist dies
nicht gleichbedeutend mit einem Nichtvorhandensein dieser Proteine, da die verwendeten
Antikorper gegen das menschliche Protein gerichtet sind und zumindest in den MDCKII Zellen

das entsprechende canine Protein nicht mit detektiert werden muss.
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Abbildung 16: Beispiele fiir Western Blots. A: Mit MRP1 Antikérper, B: Mit MRP2 Antikorper, C und D: Mit
P-gp Antikorper angefiarbt. Die Grofieneinordnung (kDa) ergab sich aus dem mitgelaufenen Gréfien-
standard.

Wie in Kapitel 4.1.1 erwahnt, wurden sowohl der canine MRP1 — Transporter selbst als auch
dessen Transporteigenschaften von Conrad et al. ndher charakterisiert. Es zeigte sich, dass trotz
der sehr hohen Ubereinstimmung in der Sequenzhomologie ein Unterschied in den Transport-
eigenschaften vorliegt. Im Gegensatz zum humanen Protein kann das canine kein Dauno-
rubicin, Vinca Alkaloide oder Etoposid transportieren. Es besitzt aber dennoch die Eigenschaft
Calcein-AM zu transportieren, was zu Verfdlschungen des verwendeten Calcein-
Akkumulations-Assays hatte fithren konnen [112].

Die 2008 Ovarialkarzinom-Zelllinien enthalten nur eine geringe Menge an P-gp und neben

MRP1 keine anderen der in dieser Arbeit untersuchten Resistenzproteine.
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4.2 Funktionelle Charakterisierung von MRP2 mittels CDFD

4.2.1 CDFD-Assay im Rohrchen

CDFD und CDF sind, wie in Kapitel 3.11 erwéhnt, Substrate von MRP2 [114]. Intrazellular
wird das CDFD enzymatisch zum fluoreszierenden CDF umgesetzt. Wird CDFD zu einer MRP2
exprimierenden Zelllinie gegeben, so wird im Vergleich zu einer Zelllinie ohne MRP2 deutlich
weniger CDFD ins Zellinnere gelangen, da es von MRP2 aktiv aus der Zelle transportiert wird.
Zusatzlich wird auch das umgesetzte CDF aktiv aus der Zelle transportiert. Es ist also zu
erwarten, dass eine mit MRP2 transfizierte Zelllinie deutlich weniger Fluoreszenz zeigt als die
entsprechende nicht transfizierte Zelllinie. Im Durchflusszytometer kann spezifisch die intra-
zellulare Fluoreszenz gemessen werden, sodass diese Bestimmungsmethode der Fluoreszenz-
messung fiir diese Anwendung gut geeignet ist. Begonnen wurde mit Rhrchenversuchen, da
nur mit diesen eine Kinetik aufgenommen werden kann.

In Abbildung 17 sind die Fluoreszenz-Zeitdiagramme fiir die Zelllinienpaare 2008 WT und
2008 MRP2 sowie MDCKII WT und MDCKII MRP2 fir zwei verschiedene CDFD-
Konzentrationen dargestellt. Alle Kurven zeigen den typischen Verlauf einer Sattigungskurve.
Wahrend jedoch bei den MDCKII-Zelllinien ein deutlicher Unterschied in der Hohe der
Sattigungskurven zu erkennen ist, zeigt das Zelllinienpaar 2008 WT und 2008 MRP2 keine
signifikante Abweichung in ihren Kurvenverldufen.

Dieser zunichst unerwartete Befund lasst sich wie folgt erklaren: MRP2 ist in den Ovarien
normalerweise nativ nicht vorhanden und wird nur in polarisierten Zellen exprimiert, da es
nur apikal in die Membranen polarisierter Zellen eingebaut werden kann. Mdoglicherweise
handelt es sich bei dieser Ovarialkarzinomzelllinie um keine polarisierte Zelllinie, sodass der
Transporter nicht zur Zellmembran transportiert werden kann. In der entsprechenden Ver-
offentlichung von Hooijberg et al. zeigte diese Zelllinie zwar eine Aktivitat [115], die aber
deutlich geringer war als die der MRP1 transfizierten Variante. Moglicherweise ist die Menge
des exprimierten MRP2 zu gering und unterschreitet die Messbarkeit in dieser Versuchsan-
ordnung. Aufgrund dieses Ergebnisses wurde die 2008 MRP2 Zelllinie nicht weiter untersucht
und die weiteren Untersuchungen mit MDCKII MRP2 Zellen durchgefiihrt.
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Abbildung 17: Fluoreszenz-Zeitdiagramme fiir den CDFD-Assay fiir die Zelllinienpaare MDCKII MRP2 und
MDCKII (oben) und 2008 MRP2 und 2008 (unten). Links bei einer CDFD - Konzentration von 1,0 pmol/l und
rechts mit 0,5 pmol/l. Abgebildet sind die Mittelwerte und Standardfehler eines reprasentativen Experi-
ments einer Dreifachbestimmung.

Um sicher zu stellen, dass es sich bei der verringerten intrazelluldren Fluoreszenz in der
MDCKII MRP2-Zelllinie um einen ABC-Transporter vermittelten Effekt handelt, wurde
zunédchst Natriumazid verwendet. Natriumazid ist ein klassischer ATPase-Inhibitor und hemmt
als solcher auch die ATP-Bindungsstelle der ABC-Transportern [116]. In Abbildung 18 ist ein

Versuch mit und ohne Zusatz von 10 pmol/l Natriumazid abgebildet.
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Abbildung 18: Fluoreszenz-Zeit-Diagramme von MDCKII MRP2 und MDCKII Zellen mit und ohne Zusatz
von 10 pmol/l Natriumazid. Abgebildet sind Mittelwert und Standardfehler eines typischen Experiments
als Dreifachbestimmung aus einer Serie von zwei unabhéngigen Versuchen.

Wie zu erwarten, fithrte die Inhibition der ATPase-Aktivitit in der transfizierten Zelllinie zu
einer deutlich erhohten Fluoreszenz, die sich der des Wildtyps anndherte. Auch der Wildtyp
(MDCKII) zeigte eine durch Azid ausgeloste Erhohung der intrazellularen Fluoreszenz. Dies
war insofern zu erwarten, da es sich bei den MDCKII-Zelllinien um Nierenzelllinien handelt,
die nativ schon eine Vielzahl von Transportern darunter auch ABC-Transporter wie P-gp,
MRP1 und MRP2 (vergl. auch Kapitel 4.1) [112], exprimieren sollte. So ist auch bei unspezi-
fischen Modulatoren grundsatzlich ein Fluoreszenzanstieg in der Wildtyp Zelllinie zu erwarten,
der allerdings nicht grofler sein sollte als der der transfizierten Zelllinie.

Im néchsten Schritt war nun zu uberpriifen, ob bekannte Modulatoren einen Effekt auf die
intrazellulare Fluoreszenz haben wiirden. Hierzu wurden Substanzen ausgesucht, die moglichst
spezifisch fiir MRP2 sind: Indometacin, Probenecid und Sulfinpyrazon. Diese drei Verbindun-
gen sind bekannte, aber eher schlechte Inhibitoren von MRP2 und mussten in sehr hohen
Konzentrationen zugegeben werden [117-119]. Theoretisch miisste mit steigender Modulator-
konzentration auch ein entsprechender Anstieg der Fluoreszenz zu beobachten sein. In Abbil-
dung 17 sind am Beispiel von Indometacin die Fluoreszenz-Zeitdiagramme bei verschiedenen
Modulatorkonzentrationen aufgetragen. Aus der Abbildung wird deutlich, dass es konzen-
trationsabhangig zu einem Anstieg der Fluoreszenz innerhalb der MRP2 transfizierten Zelllinie

kommt.
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Abbildung 19: Fluoreszenz-Zeit-Kurven fiir Indometacin in MDCKII MRP2 Zellen. Abgebildet sind Mittel-
wert und Standardfehler eines repriasentativen Experiments als Dreifachbestimmung.

Durch fitten der erhaltenen Sattigungskurven mittels einphasiger Assoziationsgleichung und
anschliefendem Auftragen der Maximalwerte gegen die logarithmische Modulatorkonzentrati-
on, resultiert eine sigmoidale Dosis-Wirkungskurve, die in Abbildung 20 fiir das Beispiel Indo-
metacin abgebildet ist. Aus der sigmoidalen Kurve wiederum konnte durch Berechnung tiber
die Vier-Parameter-Logistische-Gleichung (Gleichung 1) der ICs,-Wert ermittelt werden. Der

ICso-Wert fiir Indometacin betrug ungefahr 335 pmol/l.

600

max. Fluoreszenz [w.E.]

-0 -5 -4 -3 -2
log [Indometacin], M

Abbildung 20: Dosis-Wirkungskurve fiir Indometacin im CDFD-Assay. Abgebildet sind Mittelwert und
Standardfehler eines reprisentativen Experiments als Dreifachbestimmung, aus einer Serie von mindestens
drei unabhéngigen Versuchen.

Indometacin ist von den gemessenen Inhibitoren der potenteste. Bei Probenecid und Sulfin-

pyrazon ist es aufgrund ihrer schlechten Loéslichkeit und ihrer Toxizitdt unmdglich den
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Maximalwert der sigmoidalen Kurve zu erreichen, sodass diese fiir die Verwendung als

Standardinhibitoren nicht in Frage kamen (Vergl. Abbildung 21).
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Abbildung 21: Standardinhibitoren Probenecid (oben) und Sulfinpyrazon (unten) von MRP2 im CDFD-
Assay. Links Fluoreszenz-Zeit Verlaufe und rechts Dosis-Wirkungskurven. Abgebildet sind jeweils Mittel-
wert und Standardfehler eines reprisentativen Experiments als Dreifachbestimmung. Das Maximum der
Dosis-Wirkungskurve von Sulfinpyrazon wurde iiber den Maximalwert von Indometacin festgelegt.

4.2.2 Zusammenfassung der Ergebnisse der CDFD-Assay Rohrchen-Versuche

Der Assay ist grundsétzlich zur Aktivitatsbestimmung von Modulatoren an MRP2 geeignet.
Die verwendeten Standardinhibitoren zeigten einen deutlichen Effekt auf die Aufnahme von
CDFD. Indometacin ist von den Standardinhibitoren der beste, wéhrend Probenecid der
schlechteste ist. Sulfinpyrazon misste sich zwischen die beiden Inhibitoren einreihen, jedoch
konnte aufgrund von Loslichkeitsproblemen keine Maximalinhibition erreicht werden. Aus
diesem Grund wurde als Standardsubstanz zur Positivkontrolle in spateren Versuchen, auch fiir
den spater ausschlieflich verwendeten Calcein-AM-Assay, Indometacin verwendet.

Aufgrund der aufwiandigen Versuchsdurchfithrung wurde dieser Assay fiir die Durchfithrung

in 96-Well Mikrotiterplatten modifiziert (Vergl. Kapitel 10.4 im Anhang).
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4.3 Funktionelle Charakterisierung mittels Calcein-AM

Calcein-AM ist ein bekanntes Substrat fiir MRP1, MRP2 sowie P-gp [100, 104]. Im Gegensatz zu
P-gp sind MRP1 [100] und auch MRP2 [120] in der Lage, zusatzlich das negativ geladene Anion
Calcein zu transportieren. Aus diesem Grund lag es nahe, ein gemeinsames Substrat fiir alle
drei Resistenzproteine zu verwenden, um eine moglichst hohe Vergleichbarkeit zu erreichen.
Fiir P-gp wurde der schon in der Dissertation von Dr. Miiller etablierte und detailliert beschrie-
bene Assay verwendet, sodass an dieser Stelle auf eine ausfiihrliche Beschreibung verzichtet
wird [95]. Auch zum Quenching-Effekt der Cobalt(I)ionen auf die Fluoreszenz wir auf diese

Arbeit verwiesen. Fiir MRP1 und MRP2 wurde der Assay neu etabliert.

4.3.1 Etablierung des Calcein-AM-Assays fiir MRP1

Fir MRP1 sind bereits Modulatoren bekannt, die die Transportfunktion von MRP1 hemmen
konnen. Zu den MRP1-Modulatoren gehort auch das Indometacin [121], das im spéteren Ver-
lauf auch als Standardsubstanz zur Validierung der Versuchsbedingungen eingesetzt wurde.
Zunichst musste aber festgestellt werden, ob ein messbarer Unterschied zwischen der trans-
tizierten Zelllinie 2008 MRP1 und der Wildtypzelllinie vorhanden ist. Dazu wurden beide Zell-
linien mit Calcein-AM inkubiert und mittels Microplate Reader vermessen. Bei der Aufnahme
der Kinetik wurde deutlich, dass wesentlich weniger Fluoreszenz in der 2008 MRP1- als in der
Wildtyp-Zelllinie zu beobachten war. Beim Vergleich der errechneten Steigungen der linearen
Bereiche ergibt sich ein signifikanter Unterschied mit einem Faktor von 2-3 (z.B. Abbildung

22). Dieser Unterschied spiegelt sich in den Dosis-Wirkungskurven im Nullwert (-00) wider.
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E 15000 -= 17,8 umol/l
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Abbildung 22: Fluoreszenz-Zeit-Diagramm in Anwesenheit verschiedener Indometacin-Konzentrationen in
2008 MRP1 Zellen. Abgebildet sind Mittelwert und Standardfehler eines typischen Experiments als Dop-
pelbestimmung.
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Im Folgenden sollte bestatigt werden, dass Indometacin in der Lage ist die intrazellulare
Fluoreszenz zu erhéhen. Dazu wurden verschiedene Konzentrationen von Indometacin zuge-
setzt und neue Fluoreszenz-Zeitdiagramme aufgenommen. In Abbildung 22 ist ein typisches
Fluoreszenz-Zeitdiagramm von Indometacin im Calcein-AM-Assay abgebildet. Die Zunahme
der intrazellularen Fluoreszenz mit steigender Indometacin-Konzentration ist deutlich zu er-
kennen. Nach Berechnung der entsprechenden Steigungen aus dem linearen Bereich der
Graphen und Auftragen dieser gegen die logarithmische Indometacin-Konzentration ergibt sich
eine typische sigmoidale Kurve (Abbildung 23). Aus dieser wiederum lasst sich die ICs, fur
Indometacin ableiten, die als Maf} fiir den inhibitorischen Effekt herangezogen werden kann.
Die ICsy von Indometacin betrug im Mittel ungefahr 10 pmol/l. Es ist gut zu erkennen, dass die
Fluoreszenz des Wildtyps weitgehend konstant bleibt und sich die Kurven der beiden Zelllinien

ungefahr im jeweiligen Maximum treffen.
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Abbildung 23: Dosis-Wirkungskurve von Indometacin in 2008 MRP1 Zellen und Wildtyp Zellen. Abgebildet
sind Mittelwert und Standardfehler eines typischen Experiments mit Doppelbestimmung.

4.3.2 Funktioneller Nachweis von anderen Transportproteinen in MRP1 transfizierten

Zellen

Bei der Charakterisierung von Substanzen in MRP1 transfizierten 2008 MRP1 Zellen fiel auf,
dass bei manchen Testsubstanzen die transfizierte Zelllinie einen fast identischen Anstieg der
Fluoreszenz wie der entsprechende Wildtyp zeigte. Dies soll hier anhand der Testsubstanz
RB_1 009b kurz demonstriert und erlautert werden. RB_I_009b ist ein Chinazolin-Derivat, das

von R. Bogner synthetisiert wurde. Einige Chinazolinderivate sind als MRP1 Inhibitoren
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bekannt [122], weshalb RB_I_009b getestet wurde. In Abbildung 24 ist die Strukturformel der

Substanz dargestellt.

Abbildung 24: Strukturformel von RB_I_009b.

In Abbildung 25 (links) sind die Dosis-Wirkungs-Kurven von RB_I_009b fiir die Zelllinie
2008 WT und fiir 2008 MRP1 gegeniibergestellt.
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Abbildung 25: Dosis-Wirkungskurve von RB_I_009b in 2008 MRP1 bzw. 2008 WT Zellen ohne Zusatz von
XR9577.(links) und nach Zusatz von XR9577 (rechts). Abgebildet sind Mittelwert und Standardfehler eines
typischen Experiments als Doppelbestimmung.

Sowohl der Kurvenverlauf als auch die ICs,-Werte (ICso (mrp1): 3,09 £ 0,51 pmol/l; ICso (wry:
1,21 + 0,82 pmol/l) sind bei beiden Zelllinien sehr dhnlich. Da Chinazoline bekannte Inhibitoren
von P-gp [122] sind, wiren die Kurvenverlaufe durch das in 2008 MRP1 nativ exprimierte P-gp
erklarbar (vergl. Kapitel 4.1). Um dies genauer zu untersuchen, wurde die Substanz im etablier-

ten Calcein-AM-Assay fiir P-gp getestet.

96



4. Ergebnisse und Diskussion

800-
— s, .
u
LIJ: 600 -
=
'6' —— A2780 ADR
g 4007 = A2780
Q.
3
o 2004
é
00— ¢ T T 1
Y 4 -6 -5 -4

log [RB_|_009b], M

Abbildung 26: Dosis-Wirkungskurve von RB_I_009b in A2780 ADR und WT Zelllinie. Abgebildet sind Mit-
telwert und Standardfehler eines typischen Experiments als Doppelbestimmung aus einer Serie von n = 3
unabhingigen Experimenten.

RB_I_009b ist ein P-gp Modulator mit einer ICs, von 2,67 + 0,66 pmol/l. Dieser Wert &hnelt
sowohl den in den MRP1 transfizierten 2008 MRP1 als auch den im Wildtyp gemessenen
Werten. Es konnte sich also um das gleiche Resistenzprotein handeln. Um diese These zu tiber-
priifen, wurde zusétzlich der selektive P-gp — Inhibitor XR9577 eingesetzt [123]. Durch dessen
Einsatz soll festgestellt werden, ob der Effekt von RB_I_009b zumindest im Wildtyp aufge-
hoben werden kann. Gewahlt wurde eine Konzentration von 10 pmol/l XR9577, um eine Voll-
inhibition zu gewahrleisten [124]. In Abbildung 25 (rechts) ist der Effekt von XR9577 auf die
Hemmwirkung von RB_I_009b in 2008 Zellen dargestellt. Weder im Wildtyp noch in der trans-
fizierten Zelllinie ist ein Effekt zu erkennen. Dennoch bleibt ein Unterschied zwischen den
beiden Zelllinien erkennbar, was darauf schlielen lasst, dass ein oder mehrere Resistenz-
proteine selektiv gehemmt werden konnten, wahrend der MRP1 vermittelte Transport von
Calcein-AM bestehen bleibt. Um dies zu verifizieren, wurde mittels verschiedener Indo-
metacin-Konzentrationen tberpriift, ob die Funktionalitit des MRP1 Proteins erhalten blieb
(Abbildung 27). Auch in Anwesenheit von XR9577 konnte ein konzentrationsabhéngiger
Fluoreszenzanstieg innerhalb der Zelle beobachtet werden, was zeigt, dass eine selektive

Inhibition von MRP1 méglich ist.
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Abbildung 27: Dosis-Wirkungskurve von Indometacin in Anwesenheit des selektiven P-gp-Blockers
XR9577. Abgebildet sind Mittelwert und Standardfehler eines reprisentativen Experiments als Doppelbe-
stimmung aus einer Serie von n > 3 Experimenten.

Diese Beobachtung belegten auch Jekerle et al. in ihren Untersuchungen. Sie zeigten auch, dass
XR9577 in der Lage ist BCRP zu hemmen [123]. Da bei den Western-Blot Untersuchungen in
allen Zelllinien, MDCKII, MDCKII MRP1 und MDCKII MRP2, P-gp nachgewiesen werden
konnte, wurden bei allen nachfolgenden Versuchen mit den MRP-Zelllinien 10 pmol/l XR9577
zugefiigt, um die Aktivitat von Resistenzproteinen wie P-gp oder auch BCRP zu unterdriicken.

Dadurch konnte die Aktivitat an den MRPs selektiv charakterisiert werden.

4.3.3 Vergleich der biologischen Daten mit Literaturdaten

Der Vergleich der ermittelten pICs,-Werte einiger bekannter Inhibitoren mit Literaturdaten
diente der Uberprifung des Aussagewertes des Assays. In einem Patent von Sarkadi et al. und
einer Veroffentlichung von Leier et al. wurden dhnliche, auf Calcein-AM basierende Assays
gefunden, die bekannte MRP1-Substrate und deren ICs;-Werte beinhalten [125, 126]. Aus
diesen Veroffentlichungen wurden einige Substanzen ausgewahlt und mit den Ergebnissen aus

dieser Arbeit verglichen (vergl. Tabelle 27).
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Tabelle 27: Tabelle bekannter MRP1 Inhibitoren mit ihren pICs,-Werten (aus [125], bzw. MK571 aus [126])

mit den in diesem Assay gemessenen Werten.

Modulator pICso gemessen pICs Literatur

Indometacin 4,945 * 0,045 5,000 - 4,699
MK571 5,189 + 0,073 5,481

Verapamil 4,591 + 0.152 5,398 — 5,097
Chinin 4,131+ 0.132 4,000 — 4,301
Cyclosporin A 5,317 + 0,040 5,699 — 5,398
Benzbromaron 5,386 + 0,084 5,301 — 5,000
Sulfinpyrazon 3,221 £ 0,086 3,522 — 3,301
Probenecid 3,212 + 0,042 3,301 — 3,097

Durch Auftragen der gemessenen Werte gegen die Literaturwerte wurde die in Abbildung 28

dargestellte Korrelation erhalten. Die Ergebnisse der Korrelation legen nahe, dass die beiden

Assays weitgehend identische Ergebnisse liefern. Als einziger Wert fallt der pICs, fiir Vera-

pamil aus der Korrelation heraus (sieche Residuen-Plot Abbildung 29). Nach dem Ausreifler-

Test nach Grubbs ist der Wert fiir Verapamil jedoch kein signifikanter Ausreifler (vergl.

Kapitel 3.17.4).
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Abbildung 28: Korrelation nach Pearson der gemessenen und aus der Literatur bekannten pICs,-Werte aus
[125], bzw. MK571 [126]. Das R betrigt 0,911 und die Wahrscheinlichkeit, dass die Daten nicht korrelieren

liegt nach Pearson bei p=0,0002.
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Abbildung 29: Residual-Plot der gemessen Werte gegeniiber der Ausgleichsgeraden. Hier wird deutlich,
dass besonders Verapamil von der Ausgleichsgeraden abweicht (> 0,4 logarithmische Einheiten).

In den eigenen Untersuchungen wurden grundsatzlich schlechtere Werte fiir Verapamil gemes-
sen. Hierfir kann es mehrere Griinde geben: In der dem Patent zugrundeliegenden Unter-
suchung wurde z.B. kein Inhibitor fiir den P-gp vermittelten Transport zugesetzt. Der dort an-
gegebene Wert entspricht dem Wert, der fiir Verapamil in P-gp transfizierten Zellen ermittelt
und auch in dieser Arbeit reproduziert werden konnte (ermittelter Wert fiir Verapamil an P-gp:
pICs0=5,275 0,109, Hill-Koeffizient, 1). Des Weiteren konnte von Leslie et al. fiir Verapamil
eine Abhangigkeit der inhibitorischen Aktivitdt von der Glutathion-Konzentration nachge-
wiesen werden, sodass eine geringere oder hohere GSH-Konzentration in den verwendeten

Zelllinien urséchlich fiir die Unterschiede sein kann (vergl. auch Kapitel 4.9.2) [127].

4.3.4 MRP1 Calcein-AM-Assay in MDCKII MRP1 und MDCKII

Im Folgenden wird dargestellt, warum anstelle der 2008 MRP1 nicht die MDCKII MRP1 Zell-
linie verwendet wurde. In Abbildung 30 ist ein Fluoreszenz-Zeit-Diagramm fiir verschiedene
Indometacin-Konzentrationen dargestellt. Wie fiir die 2008 MRP1 Zelllinie ergibt sich auch hier
zum Beginn der Messung ein linearer Zusammenhang zwischen der Zeit und dem Fluores-

zenzanstieg.
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Abbildung 30: Fluoreszenz-Zeit Diagramm von verschiedenen Indometacin-Konzentrationen in
MDCKII MRP1 Zellen. Abgebildet sind Mittelwerte und Standardfehler eines typischen Experiments als
Doppelbestimmung aus einer Serie von mindestens drei Experimenten.

Das Auftragen der Steigung gegen die logarithmische Konzentration der eingesetzten Indo-
metacin-Konzentration ergibt die in Abbildung 31 dargestellte Dosis-Wirkungskurve.

In Abbildung 31 (links) ist zu erkennen, dass ab einem gewissen Punkt die Kurve der Wildtyp
Zelllinie in etwa parallel mit der der transfizierten Zelllinie verlauft, was fiir die Présenz eines
gemeinsamen Transporters in beiden Zelllinien spricht. Wird der in der Abbildung gekenn-
zeichnete Ausschnitt vergrofiert, wird eine zweite Kurve sichtbar. Diese zeigt den typischen

Kurvenverlauf, in der sich der Wildtyp und die transfizierte Zelllinie in einem Maximum

treffen.
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Abbildung 31: A: Dosis-Wirkungskurve von Indometacin in MDCKII MRP1 und MDCKII Zellen. Ab einer
Konzentration von 100 pmol/l Indometacin verlaufen die zwei Kurven in etwa parallel. B: Ausschnitt aus
A. Zweite Dosis-Wirkungskurve. Wildtyp und transfizierte Zelllinie treffen sich im Maximum. Abgebildet
sind Dosis-Wirkungskurven eines typischen Experiments als Vierfachbestimmung aus einer Serie von
mindestens drei unabhidngigen Experimenten.
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Beim Vergleich der erhaltenen ICsp-Werte aus der MDCKII MRP1-Zellinie (ICsy Indometacin:
12,93 £ 5,38 pmol/l) mit dem Wert aus den 2008 MRP1 Zellen (ICsy Indometacin:
11,39 + 1,18 pmol/l) zeigt sich ein fast identischer ICsp-Wert. Diese ,zweite” kleinere Kurve des
Ausschnittes ist auch in der Dosis-Wirkungskurve aus der Dissertation von Dr. Miiller [95] zu
erkennen, jedoch fand sie dort keine Anwendung, weswegen dort ein deutlich hohere 1Csy-
Wert von 42,21 + 9,79 pmol/l ermittelt wurde. In Tabelle 28 sind Vergleichswerte fiir MRP1-
Inhibitoren zwischen den beiden Zelllinien 2008 MRP1 und MDCKII MRP1 aufgelistet. Die
Unterschiede zwischen den pICs,-Wert-Paaren der Tabelle konnten durch zusatzliche Trans-
porter ausgelost werden, die ebenfalls in der Lage sind, Calcein-AM zu transportieren. Wie in
Abbildung 31 (links) gezeigt, werden diese Transporter durch Indometacin in hohen Konzent-
rationen gehemmt. Da mdglicherweise auch andere Inhibitoren als Indometacin bei hohen
Konzentrationen zu einer Hemmung dieser Transporter fithren und es damit zu Uber-
lagerungen der Kurvenverlaufen kommen kann, konnte der pICs-Wert falsch bestimmt
werden. Dies kdnnte auch die erh6hten Aktivitatswerte von MK571 erklaren. Im spéteren Ver-
lauf der Arbeit ergaben sich Hinweise, dass es sich bei dem Transporter um canines MRP2

handeln konnte (vergl. Kapitel 4.3.5).

Tabelle 28: Vergleich von MRP1 Inhibitoren im Calcein-AM-Assay in den verschiedenen Zelllinien
2008 MRP1 und MDCKII MRP1. Alle Werte sind Mittelwerte und Standardabweichungen von n = 3 unab-
hingigen Experimenten. Flurbiprofen ist ein bekannter Inhibitor fiir MRP1 [121, 128]

Modulator pICs (2008 MRP1) pICso (MDCKII MRP1)
MK571 5,189 £ 0,073 5,599 + 0,180
Flurbiprofen 4,016 + 0.031 4,226 £ 0,101
Indometacin 4,945 + 0,045 4,916 + 0,193

Zusammenfassend resultiert, dass der Assay ebenfalls in den MDCKII MRP1 Zellen funk-
tioniert sowie vergleichbare Ergebnisse liefert wie in den 2008 MRP1 Zellen, vorausgesetzt die
Affinitat des zweiten Transporters ist so viel schlechter, dass es zu keinen oder nur geringen

Uberlagerungen der Kurvenverlaufe kommt.
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4.3.5 Etablierung des Calcein-AM-Assay fiir MRP2

Auch fiir MRP2 stellen sowohl Calcein als auch Calcein-AM ein Substrat dar [120]. Daher
wurde auch hier der gleiche Akkumulationsassay wie fiir MRP1 etabliert. Wie in Kapitel 4.2.2
schon demonstriert, ist Indometacin ein Inhibitor von MRP2. Deshalb wurde dieses auch hier
zur ersten Testung herangezogen. In Abbildung 32 (oben) ist ein Fluoreszenz-Zeit-Diagramm
fiir verschiedene Konzentrationen von Indometacin dargestellt. Es ergibt sich eine konzen-
trationsabhéngige Steigerung der Fluoreszenz. Die resultierende Dosis-Wirkungskurve zeigt

den erwarteten sigmoidalen Kurvenverlauf (Abbildung 32 (unten)).
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Abbildung 32: Oben: Fluoreszenz-Zeit-Diagramm von verschiedenen Indometacin Konzentrationen in
MDCKII MRP2 Zellen. Unten: Resultierende Dosis-Wirkungskurve im Vergleich zum Wildtyp. Dargestellt
sind Mittelwert und Standardfehler eines typischen Experimentes als Doppelbestimmung aus einer Serie
von n > 3 Experimenten. Auffillig ist eine leichte Aktivierung des Calcein Effluxes zu Beginn der Messung
(vergl. Kapitel 4.11).
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Der Vergleich von Wildtyp und transfizierter Zelllinie ergibt ein identisches Maximum. Aller-
dings zeigt auch der Wildtyp eine leichte Erhohung der Response, wahrscheinlich hervor-
gerufen durch den caninen MRP2-Transporter. Im Gegensatz zur Durchflusszytometrie konnen
in den Fluoreszenz-Readern nicht nur lebende Zellen vermessen werden, sodass toxische
Effekte viel deutlicher zu tragen kommen. Aus diesem Grund eigneten sich Probenecid und
Sulfinpyrazon nicht fiir die Bestimmung im Fluoreszenz-Reader. Um weitere Standards zu
testen, wurden Cyclosporin A, MK571 und Verapamil verwendet. Verapamil ist kein Inhibitor
fir MRP2 und wurde aus diesem Grund als Negativkontrolle eingesetzt [127]. In Tabelle 29

sind die Ergebnisse im Vergleich mit Literaturdaten dargestellt.

Tabelle 29: pICs,-Werte einiger Standardinhibitoren von MRP2 im Vergleich zu Literaturdaten aus [129].

Modulator pICso gemessen pICso nach [129]
Indometacin 3,644 £ 0,140 3,560 * 0,229
Sulfinpyrazon <30 <30
Probenecid n.d. 3,084 £ 0,005
Verapamil <35 < 4,0
MK571 4,703 + 0,161 4,674 £ 0,023
Cyclosporin A 4,869 + 0,061 5,252 £ 0,016

n.d. = nicht durchgefiihrt

Aus der Tabelle wird deutlich, dass alle Substanzen, die einen inhibitorischen Effekt auf MRP2
haben sollen, auch in diesem Testsystem einen Effekt zeigen. Die Substanzen, die effektlos sein
sollen, zeigen auch keinen Anstieg der Fluoreszenz. Insgesamt konnten trotz der unterschied-
lichen Fluoreszenzfarbstoffe (Calcein-AM bzw. Glutathion-Methylfluorescein [129]) und
Bestimmungsmethoden (Fluoreszenz-Reader bzw. FACS) relativ dhnliche Ergebnisse erzielt

werden.
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4.4 Verbindungen vom Benzimidazoltyp (LM-Verbindungen) in Calcein-AM-
Assays

4.4.1 Allgemeiner Aufbau der LM-Verbindungen

Die sogenannten LM-Verbindungen wurden von Lars Mollmann synthetisiert und in dieser
Arbeit in allen angegebenen Calcein-AM-Assays (MRP1, MRP2, P-gp) auf ihre biologische
Aktivitat untersucht. Abgeleitet wurden die Strukturen von P-gp Aktivatoren insbesondere
vom QB11 [130]. Als gemeinsame Grundstruktur weisen die LM-Verbindungen eine Benz-
imidazolpartialstruktur auf, die das Zentrum der Verbindungen darstellt. Die Substanzen unter-
scheiden sich in der aliphatischen und aromatischen Substitution der Imidazolstickstoffe. Eine
der Alkylseitenketten beinhaltet in der Regel eine Ketofunktion in [3-Position zum Stickstoff,
die eventuell gegen eine Hydroxygruppe oder eine Amidfunktion ausgetauscht wurde. In

Abbildung 33 ist der generelle Aufbau der Verbindungen schematisch dargestellt.
X
bR
N
RN /\Y(

Abbildung 33: Allgemeiner Aufbau einer LM-Verbindung. X = Sauerstoff (O) oder Iminfunktion (NH); Y =
Keton (=0), Hydroxygruppe (-OH) oder Saureamid (-CONH-R,); R, und R, = verschiedene aliphatische und
aromatische (auch substituierte) Reste.

4.4.2 Biologische Aktivitat an MRP1 und MRP2

Einige der getesteten Strukturen zeigten inhibitorische Aktivitdit sowohl in MRP1 als auch
MRP2 transfizierten Zellen. In Tabelle 30 sind die inhibitorisch wirksamen LM-Verbindungen
mit Aktivitdtsdaten aufgefithrt, wahrend in Tabelle 31 die nicht aktiven oder toxischen aufge-
listet sind. Alle aktiven Verbindungen zeigen einen typischen sigmoidalen Kurvenverlauf in
der halblogarithmischen Auftragungsweise wie in Abbildung 34 beispielhaft dargestellt. Bei
der Durchfithrung mit MDCKII MRP2 Zellen zeigte auch hier der Wildtyp einen dhnlichen,
aber deutlich flacheren Kurvenverlauf im Vergleich zur transfizierten Zelllinie (vergl.

Kapitel 4.3.5).
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Im Folgenden sollen Struktur-Wirkungsbeziehungen aufgestellt und am Ende ein generelles

Modell fiir einen MRP1 und MRP2-Inhibitor vom Typ der LM-Verbindungen skizziert werden.
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Abbildung 34: Dosis-Wirkungskurven fiir LM 20.5 gemessen im Calcein-AM Akkumulationsassay in MRP1
(links) bzw. MRP2 (rechts) transfizierten Zellen. Dargestellt ist jeweils ein typisches Experiment als
Doppelbestimmung aus einer Serie von mindestens drei unabhéngigen Experimenten.

Werden die pICso-Werte fiir die beiden Proteine verglichen, so fallt auf, dass grundsétzlich alle
Modulatoren gegen MRP1 eine hohere inhibitorische Aktivitéat besitzen als gegen MRP2.
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Abbildung 35: Korrelation der pICs-Werte von MRP1 gegen die pICs-Werte von MRP2. Es besteht eine
hohe Korrelation zwischen den Aktivititen der beiden Proteine mit einem Bestimmtheitsmaf (R”) von
0,949.

Werden die erhaltenen pICs,-Werte aus dem MRP1-Assay gegen die entsprechenden Werte aus
dem MRP2-Assay aufgetragen, so ergibt sich eine Gerade mit einer Steigung von 1,082 + 0,063
und einem Bestimmtheitsmaf (R®) von 0,949. Daraus lisst sich zum einen schlieBen, dass es

eine sehr hohe Ahnlichkeit der Bindungsstellen fiir die LM-Verbindung in beiden Transportern
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geben muss und dass zum anderen die gleichen Struktur-Wirkungsbeziehungen fiir beide
Transporter gelten miissen. Erklaren lasst sich dieses Ergebnis dadurch, dass fiir die beiden
Transporter eine Aminosauresequenz-Ubereinstimmung von ca. 50 % und eine Ubereinstim-
mung in den Substraten bzw. Modulatoren von fast 100 % bekannt ist [54]. Die beiden Proteine
unterscheiden sich hauptsdchlich in ihrer Affinitdt zu einzelnen Substraten [53]. Im Fall der
LM-Verbindungen ist die Affinitdt zu Gunsten von MRP1 verschoben. Die Geradengleichung

zur Errechnung der pICs, (vrpz) -Werte fiir LM-Verbindungen ergibt sich wie folgt:

pICso (mrp2) = PICso (Mrp1) * 1,082 — 0,712

Es ist also ausreichend die LM-Verbindungen nur in einem der beiden Assays zu untersuchen
und durch Einsetzen in die Gleichung den entsprechenden Wert zu ermitteln. Aufgrund des
hohen Bestimmtheitsmafies fiir die Werte zwischen den beiden Proteinen kann die Erlduterung

der Struktur-Wirkungsbeziehungen fiir beide Proteine zusammen erfolgen.

Tabelle 30: Strukturformeln aller inhibitorisch wirkender LM-Verbindungen.

Ri
N
>:NH2+ X_
N
Oﬁ)

R,
ICso [pmol/1] Hill-
Name R, R, Protein
pICso Koeffizient
LM 13.0 35,16 £ 8,63
MRP1 1
4,462 + 0,105
69,85 £ 5,57
MRP2 2,819 £ 0,706
4,157 + 0,035
LM 13.2 33,90 £ 5,28
MRP1 1
CH, 4,474 = 0,068
63,53 £ 6,06
MRP2 3,203 £ 0,103
4,198 = 0,042
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ICs0 [pmol/I] Hill-
Name R, R, Protein
pICso Koeffizient
LM 13.6 42,92 + 1,88
CH MRP1 1
o3 4,368 + 0,019
108,7 + 25,3
MRP2 2,627 + 0,651
3,972 + 0,108
LM 13.10 9,431 + 1,188
MRP1 1
5,028 + 0,053
24,57 + 4,91
MRP2 1,583 + 0,193
4,616 + 0,093
LM 20.0 82,92 + 10,22
MRP1 4,656 + 0,597
4,081 + 0,051
164.1 + 11,3
MRP2 7,283 + 1,878
3,786 + 0,031
LM 20.1 17,19 + 0,03
MRP1 3,119 + 0,460
4,765 + 0,006
19,86 + 4,88
MRP2 2,895 + 0,156
4,667 + 0,072
LM 20.3 301,0 +129,7
MRP1 1
3,549 + 0,191
k. E.
MRP2 -
k. E.
LM 20.4 6,151 + 0,713
MRP1 3,691 + 0,423
O 5,213 + 0,050
10,33 + 1,41
MRP2 1,977 + 0,223
4,989 + 0,062
LM 20.5 3,664 + 0,799
MRP1 3,053 + 0,901
O 5,436 + 0,091
7,469 + 0,474
MRP2 1,704 + 0,398
5,127 + 0,028
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ICso [pmol/1] Hill-
Name R, R, Protein
PICso Koeffizient
LM 20.6 CIn Ny 97,74 + 19,90
MRP1 1
% 4,015 + 0,085
319,8 + 119,2
MRP2 2,111 + 1,587
3,514 + 0,154
LM 20.7 | C/O 22,18 + 5,96
3 CH. | MRP1 2,202 + 0,842
o3 4,654 + 0,115
36,03 + 4,15
MRP2 1,804 + 0,084
4,445 + 0,052
LM 20.8 21,45 + 4,53
MRP1 3,542 + 0,402
O \@\ 4,676 £ 0,099
_CHs
O 4518 + 4,25
MRP2 1,978 + 0,060
4,346 + 0,040
LM 20.9 CIn Ny 74,93 + 3,44
MRP1 1,557 + 0,452
% 4,126 + 0,020
O/CH3
234,5 + 78,3
MRP2 1,700 + 0,474
3,646 + 0,142
LM20.11 F 13,90 + 2,24
D\/ O.qpy. | MRPI 3.150 + 0,327
F \©/ 3 4,360 + 0,069
70,12 + 5,99
MRP2 2,103 £ 0,106
4,525 + 0,095
LM 20.14 9,328 + 0,913
O/CHs MRP1 1
O 5,032 + 0,043
\@ 15,50 + 3,50
MRP2 2,733 + 1,026
4,817 + 0,094
LM 20.16 | | C/O 6,405 + 2,420
3 MRP1 2,359 + 0,906
5,213 + 0,159
14,67 + 3,88
MRP2 1,983 + 0,431
4,843 + 0,108
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ICs0 [pmol/I] Hill-
Name R, R, Protein
pICso Koeffizient
LM 20.17 6,430 + 0,503
O. MRP1 2,222 + 0,780
O \O/ CHj 5.193 + 0,035
9,764 + 0,643
MRP2 2,204 + 0,622
5,011 + 0,028
LM 20.18 ) 7,773 £ 0,617
b o CHs | MRP1 2,390 + 1,118
o 5,110 + 0,034
cl 25,78 + 2,41
MRP2 1,726 + 0,201
4,589 + 0,004
LM 24.4 C|>H3 9,712 + 3,125
0 MRP1 2,990 + 0,177
O ]@ 5,027 + 0,133
~N
N 18,62 + 3,78
H MRP2 4565 + 1,361
4,798 + 0,101

k. E. = kein Effekt

Tabelle 31: Strukturformeln aller im MRP1 und MRP2 Calcein-AM-Assay inaktiven oder toxischen Verbin-

dungen.
R
N
=X
N
Rz
Bezeichnung X R, R,
LM 13.1 =NH,*Br ©\/ o)
CN
LM 13.3 =NH,*Br ©\/ @
NO,
LM 20.2 =NH,*Br o
HsC
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Bezeichnung X R, R,
LM 20.10 =NH,*Br FD\/ o
F
LM 20.12 =NH,*Br FD\/ o o°Chs
F \)‘K@
LM 20.13 =NH,*Br CID\/ o
: S
O/CH3
LM 20.15 =NH,*Br EP \)OJ\©\
_CHj
o O
"L
LM 21.1 =NH,*Br ©\/\ \ji@
LM 23.1 =NH,*Br L L
HsC HsC
LM 23.2 =NH,*Br ©\/ ©\/\
LM 23.3 =NH,*Br O\/ ©\/
e - ©\/\ Jj\@\
O/

CH3;
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4.4.3 Struktur-Wirkungsbeziehungen

Besonders auffillig ist, dass die Ketofunktion in (-Position zum Imidazol-Stickstoff fiir die
inhibitorische Aktivitat essentiell zu sein scheint. Alle getesteten Substanzen, die diese funk-
tionelle Gruppe nicht besitzen (z.B. LM 23.0, LM 23.2, LM 23.3) waren inaktiv. Mdgliche
Griinde hierfiir waren, dass entweder eine Wasserstoffbriicken-Akzeptorstruktur iiber den
Sauerstoff fiir die Funktion benétigt wird oder ein sp’~hybridisierter Kohlenstoff und damit ein
anderer Winkel als die entsprechende sp’-hybrisierte Struktur. Wihrend sp’-hybritisierte
Kohlenstoffe einen Winkel von ca. 109° und eine tetraedrische Form besitzen, hat ein sp’-
hybridiesierter Kohlenstoff einen Winkel von ca. 120°, dessen abgehenden Bindungen sich in
einer Ebene befinden. Ein weiterer Hinweis, dass der Bindungswinkel eine entscheidende Rolle
fir die Aktivitat zumindest bei MRP2 besitzt, beschreibt die Arbeitsgruppe um Lai et al., die die
Winkel an Biphenyl-substituierten-Heterocyclen variierten und einen Zusammenhang
zwischen Aktivitat und der Planaritat der Struktur zeigen konnten [131]. Des Weiteren scheint
auch der Guanidinstickstoff der Imidazolstruktur fiir die Wirkung bendtigt zu werden. Das
getestete Harnstoff-Derivat (LM 26.6) zeigte keine inhibitorische Aktivitit an den beiden
MRPs. Das dem Guanidin-Analogon des LM 26.6 strukturell verwandteste Derivat LM 20.0
zeigte nur schwache Aktivitdt. Daraus kann geschlossen werden, dass die Harnstoft-
Verbindungen zumindest eine deutlich schlechtere Aktivitdt besitzen als die mit Guandin-
Partialstruktur. Eine Erklarung fiir die Unwirksamkeit der Harnstoff-Derivate konnte sein, dass
diese im Gegensatz zu den Guanidin-Verbindungen bei physiologischem pH-Wert nicht
protoniert werden konnen. Das Fehlen dieser positiven Ladung kann eine Modulator-Protein-
Interaktion mit einer anionischen Aminosdurefunktion (z.B. Glutamat- oder Aspartatresten)
verhindern, die fiir die Bindung nétig sein konnte. Eine andere mogliche Ursache fiir die ver-
schlechterte Wirksamkeit der Harnstoffe konnte sein, dass eine H-Donor-Funktion benétigt
wird. Wéhrend Guanidin diese besitzt, kann der entsprechende Harnstoff keine Wechsel-
wirkungen mit einem H-Akzeptor ausbilden.

Elektronenziehende Substituenten an den Aromaten, besonders grofle wie Nitro- oder
Cyanogruppen (LM 20.1 und LM 20.3), aber auch kleinere wie Chlor oder Fluor (z.B. LM 20.10;
LM 20.12, LM 20.13) haben einen negativen Effekt auf die inhibitorische Wirkung. Im Fall von
volumingsen Substituenten (Nitro- und Cyanogruppe) kann dies sowohl sterische als auch

elektrostatische Ursachen haben. Der Aktivitatsverlust der fluor- bzw. chlorsubstituierten
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Aromaten scheint andere Griinde zu haben, da fiir beide auch aktive Substanzbeispiele ge-
funden werden konnten. LM 20.9 besitzt einen chlorsubstituierten Pyridinrest. Pyridin ist ein
sogenannter ,Elektronenmangelaromat”, der die elektronenziehende Wirkung des Chlorsub-
stituenten eventuell kompensieren kann.

LM 20.11 besitzt ebenso wie LM 20.10, LM 20.12 und LM 20.13 einen in meta- und para-
Position mit Fluor substituierten Aromaten. Nur fir LM 20.11 konnte eine ICs, bestimmt
werden, wahrend alle anderen fluorsubstituierten Aromaten aus bislang ungeklérten Ursachen
toxische Eigenschaften aufwiesen. Eine mogliche Ursache konnte die durch die Einfithrung der
Chlor- bzw. Fluorsubstituenten bedingte Erh6hung der Lipophilie und die dadurch hervorge-
rufene Verschlechterung der Loslichkeit im Puffer sein. Durch Prazipitation im KHP konnte es
zur Kristallbildung und dadurch zum Abtoten der Zellen kommen. Ahnlich wird es mit sehr
volumindsen Resten wie z.B. in LM 20.15 sein, die ebenfalls eine erhohte Lipophilie aufweisen.
Allerdings konnte bei diesen Substanzen auch sterische Hinderung ein Grund fiir den Wirk-
verlust darstellen.

Mit gréfieren Aromaten an R; bei gleichbleibenden R, nimmt die Aktivitdt an MRP1 und MRP2
zu. Vom Methylallyl-Rest (LM 20.2, unwirksam), iiber einen Cyclohexylmethyl-Rest (LM 20.3;
ICso (vrp1)= 301,0 pmol/l / ICsp (mrpz)= unwirksam), einen Benzyl-Rest (LM 13.0; ICso (mrp1)=
35,16 umol/l / ICso (mrp2)= 69,85 umol/l) und einen 3-Phenylpropyl-Rest (LM 20.1, ICso (vrp1)=
17,19 pmol/l / ICsq (mrpz)= 19,89 pmol/l) bis hin zum Naphthalen-1-ylmethylrest (LM 20.4, ICs,
orp)= 6,151 pmol/l / ICso (vrp2)= 10,33 pmol/l) steigt die Aktivitat bis um den Faktor 49 im Fall
von MRP1 (LM 20.3/ LM 20.4) an. Die einzige Ausnahme bildet LM 20.0, dessen Phenylethyl-
Rest eine Verschlechterung der inhibitorischen Aktivitat hervorruft. Eine moégliche Ursache
hierfiir wird im néchsten Kapitel der 3D-Quantitativen-Struktur-Wirkungsbeziehung (QSAR)
diskutiert (Vergl. Kapitel 4.5.2).

Ebenfalls untersucht wurde der Zusammenhang zwischen der Lipophilie, charakterisiert durch
den log P-Wert, und den Aktivitatsdaten der Verbindungen [132, 133]. Da die Imidazol-
Struktur in allen Verbindungen ungefahr die gleichen basischen Eigenschaften besitzt, kann
auf die Berechnung des log D-Wertes, der die Protonierung mit einrechnet, verzichtet werden.
Die Werte wurden mit Hilfe von ACD-Labs/LogD, Version 5.16 berechnet. In Abbildung 36 ist
die Korrelation der Datensitze wiedergegeben. Der Bestimmtheitsmaff R® betrigt zwar nur

0,569, dennoch ist die Korrelation nach Pearson hochsignifikant (p = 0,0005).
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Abbildung 36: Korrelation der errechneten log P-Werte gegen die Aktivititsdaten. Es besteht ein nach
Pearson hochsignifikanter (p=0,0005) Zusammenhang zwischen den log P-Werten und den pICs,-Werten,
R’=0,569.

Werden beziiglich der Grof3e und Lipophilie die Reste an R, betrachtet, zeigt sich, dass auch
hier mit einem groflen aromatischen System der inhibitorische Effekt zunimmt, jedoch ist die-
ser Effekt nicht so deutlich ausgepriagt wie fiir R; beschrieben. Bei einer Vergroflerung der
Reste von einem Phenyl- (LM 20.4) auf einen Naphthylrest (LM 20.5) halbiert sich der ICsp-
Wert ungefihr, sowohl bei MRP1 als auch bei MRP2.

Interessant ist auch, dass sich an R, mit Methoxygruppen substituierte Phenylreste besonders
in para-Position substituierte Phenylreste als Verschlechterung erweisen. So ist LM 20.8 (ICs
rr1)= 21,45 pmol/l / ICsq (vrp2)= 45,18 pmol/l), deutlich weniger inhibitorisch wirksam als die
entsprechenden ortho- bzw. meta-substituierten Derivate LM 20.14 (ICso (vrp1)= 9,328 umol/l /
ICso (Mrp2)= 15,50 pmol/l) und LM 20.17 (ICso mrp1)= 6,430 pmol/l / ICsy (mrp2)= 9,764 pmol/l).
LM 20.14 und LM 20.17 sind trotz erhohter Lipophilie allerdings nicht besser wirksam als das
entsprechende am Phenylrest unsubstituierte Derivat LM 20.4 (ICso (urp1)= 6,151 pmol/l / ICso
(Mrr2)= 10,33 pmol/l). Daraus lasst sich schlieflen, dass eine Volumenzunahme an dieser Position
fiir die Aktivitat nicht vorteilhaft ist und planare Verbindungen bevorzugt werden. Unterstiitzt
wird diese These durch das Verhalten von LM 20.7 (ICsy (mrp1)= 22,18 pmol/l / ICso (mrp2)=
36,03 umol/l), bei der die inhibitorische Wirkung durch Austausch des para-substituierten
Phenylrestes an R, durch einen planaren Naphthylrest (LM 20.16 ICsy (mrp1)= 6,405 pmol/l /
ICs0 (Mrp2)= 14,67 umol/l) deutlich erhoht werden kann. Die Lipophilie stellt also eine mégliche
Begriindung fiir die Aktivitatszunahme an den MRPs dar, wéhrend die rdumliche Ausdehnung

an R, eine mogliche Ursache fiir einen Aktivitatsverlust ist. Dass die Lipophilie eine Rolle fiir
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die Aktivitdtszunahme spielt, zeigen zumindest Untersuchungen an P-gp, die einen Angriff von
innerhalb der Membran als einen der wesentlichen Schritte der Interaktion zwischen Protein
und Modulator annehmen. Bei der Interaktion zwischen Modulator und Membran gilt die
Lipophilie als eine der entscheidenden Ursachen [134]. Weitere Begriindungen werden in
Kapitel 4.5.2 diskutiert. In Abbildung 37 werden die erhaltenen Ergebnisse der Struktur-

Wirkungsbeziehung graphisch wiedergegeben.

Harnstoff schlechter

wirksam

Mogliche Griinde:
GroRe, planare, * H-Donor nétig
aromatische Reste » positive Ladung notig

bevorzugt

GroRe, planare
aromatische
Reste bevorzugt

Hydroxy-Gruppe oder Fehlen der Gruppe
fihrt zu Unwirksamkeit.

Mogliche Griinde:

* Winkeldnderung durch sp? Kohlenstoff
* reiner H-Akzeptor nétig

Abbildung 37: Graphische Zusammenfassung der erhaltenen Struktur-Wirkungsbeziehungen fiir die LM-
Verbindungen.

Beim Vergleich der Hill-Koeffizienten zwischen den einzelnen Verbindungen fallt besonders
fir MRP1 auf, dass es bei grofleren Substituenten an R; zu einer Erhohung des Hill-
Koeffizienten kommt. Der Hill-Koeffizient ist ein Maf} fiir die Kooperativitat und kann Hinwei-
se auf die Anzahl interagierender Bindungsstellen geben [135]. Das wiirde fir die LM-
Verbindungen bedeuten, dass die Verbindungen, die einen Hill-Koeffizienten um zwei besitzen,

eventuell mit zwei Bindungsstellen interagieren konnen. Unterstiitzt wird diese Annahme
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dadurch, dass besonders an R; mit groflen Resten (z.B. Naphthyl) substituierte Verbindungen
wie in LM 20.5, LM 20.4, LM 20.8, LM 20.17 eine Erhéhung des Hill-Koeffizienten bei MRP1
hervorrufen, wéhrend kleinere Substituenten (z.B. Phenyl) wie in LM 13.0, LM 13.2, LM 13.6
dies nicht zeigen. Bei MRP2 scheint dieser Effekt keine Rolle zu spielen. Bei MRP2 werden fiir
alle Verbindungen Hill-Koeffizienten grofler als eins gemessen (siehe auch Kapitel 4.11.2).
Beiden Proteinen gemein ist aber, dass lingere Alkyllinker an R; wie in LM 20.0 und LM 20.1
nochmals zu einer Erhéhung des Hill-Koeffizienten fithren. Eine mogliche Ursache konnte die
erhohte Flexibilitdt der Verbindungen durch die verlangerte Alkylkette sein. Fiir P-gp treffen
die fir MRP1 gezogenen Schlussfolgerungen fiir den Hill-Koeffizienten im Wesentlichen auch
zu, jedoch scheint es bei P-gp, dass ein grofler Rest sowohl an R; als auch an R; fiir eine Erho-
hung des Hill-Koeffizienten z.B. in LM 20.17, LM 20.18, LM 20.9 (vergl. Tabelle 32) nétig ist.
Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass es auch in den Calcein-AM basierten Assays mess-
bare, wahrscheinlich strukturelle Unterschiede in den Proteinen auch zwischen MRP1 und

MRP2 gibt.

4.4.4 Inhibitorische Aktivitat gegeniiber P-gp

Neben der MRP-inhibierenden Wirkung wurden die LM-Verbindungen auch auf ihre bio-
logische Aktivitdit an P-gp untersucht. Aufgrund ihrer Herkunft (QB-Derivate) und ihrer
positiven Ladung konnte davon ausgegangen werden, dass die LM-Verbindungen auch eine
modulatorische Aktivitat an P-gp zeigen wiirden. Verwendet wurde der Calcein-AM-Assay fiir
P-gp [95]. Als Standard wurde Verapamil verwendet [95]. In Tabelle 32 sind die biologischen
Aktivitdten an P-gp aufgelistet. An dieser Stelle sollen besonders die Unterschiede zwischen
den Aktivitatsdaten der MRPs gegeniiber P-gp diskutiert und erlautert werden. In Abbildung
38 ist exemplarisch eine Dosis-Wirkungskurve von LM 20.17, dem besten P-gp-Inhibitor aus
dieser Testreihe, dargestellt. Auch hier zeigt sich der typische sigmoidale Kurvenverlauf in der
selektierten A2780 ADR Zelllinie, wéhrend der Kurvenverlauf im Wildtyp relativ unveréndert
bleibt.

Bei der Betrachtung der Aktivitdtsdaten von P-gp zeigt sich, dass sie sich in einem wesentlich
engeren Rahmen bewegen, als im Fall von MRP1. So liegen alle Aktivitdtsdaten an P-gp im
einstelligen mikromolaren Bereich, wahrend sie sich bei MRP1 ca. zwischen 300 und 3 mikro-

molar bewegen. Ahnlich verhalt es sich bei MRP2.
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Abbildung 38: Beispiel einer Dosis-Wirkungskurve von LM 20.17 an P-gp in A2780 ADR und A2780 WT
Zellen. Dargestellt ist die Dosis-Wirkungskurve eines typischen Experiments als Doppelbestimmung aus
einer Serie von n = 3 unabhangigen Experimenten.

Tabelle 32: Biologische Aktivitiat der LM-Verbindungen an P-gp.

ICso [pmol/1]
Name pICso Hill-Koeffizient

LM 13.0 7,490 + 0,563 1
5,126 + 0,032

LM 13.1 6,639 + 0,955 1
5,181 £ 0,064

LM 13.2 5,438 + 0,840 1
5,268 £ 0,066

LM 13.3 6,107 £ 0,907 1
5,217 £ 0,063

LM 13.6 7,505 £ 1,218 1
5,129 + 0,073

LM 13.10 2,483 £ 0,738 1
5,619 = 0,137

LM 20.0 4,400 + 0,036 1
5,269 £ 0,150

LM 20.1 3,489 £ 0,233 1
5,458 + 0,029

LM 20.2 91,49 + 1,16 1
4,039 + 0,005

LM 20.3 3,214 £ 0,498 1
5,464 + 0,068

LM 20.4 3,558 £ 0,976 1
5,454 + 0,084

LM 20.5 1,842 + 0,196 2,907 £ 0,308
5,736 £ 0,045
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IC50 [pmol/1]

Name pIC50 Hill-Koeffizient

LM 20.6 6,383 £ 1,134 1
5,199 + 0,074

LM 20.7 9,045 £ 0,169 2,202 + 0,842
5,048 £ 0,078

LM 20.8 5,450 £ 1,288 3,541 £ 0402
5,272 £ 0,106

LM 20.9 6,476 £ 0,529 1,557 £ 0,452
5,190 = 0,035

LM20.10 6,046 + 0,848 1
5,221 + 0,060

LM 20.11 3,805 £ 0,925 2,651 + 1,048
5,428 £ 0,104

LM 20.14 1,240 £ 0,195 1
5,909 £ 0,067

LM 20.16 3,046 £ 0,802 1,553 £ 0,232
5,527 £ 0,122

LM 20.17 1,248 £ 0,061 2,011 £ 0,835
5,904 + 0,021

LM 20.18 1,400 %= 0,202 2,070 £ 1,286
5,854 + 0,064

LM 24.4 2,685 £ 0,178 1
5,571 £ 0,029

Zum Vergleich wurden zunichst die Aktivitdtsdaten von MRP1 aus Abbildung 35 gegen die
entsprechenden Werte fiir P-gp aufgetragen (Vergl. Abbildung 39). Auch hier besteht eine Kor-
relation zwischen den beiden Proteinen, die aber im Vergleich zu der entsprechenden von
MRP1 und MRP2 deutlich schlechter ausfallt (R*nrpamrpiy= 0,949; R’ (p-gp/virpr)= 0,386). Den-
noch besteht ein hochsignifikanter Zusammenhang zwischen den beiden Datensdtzen mit
einem p < 0,005. Nach dem Ausreifler-Test von Grubbs ist LM 20.3 ein signifikanter Ausreifler
(vergl. Kapitel 3.17.4). Wird diese Verbindung aus der Korrelation entfernt erhoht sich das
Bestimmtheitsmafl R” auf 0,571. Was auf eine Sonderrolle von LM 20.3 in dieser Reihe der LM-
Verbindungen hinweist.

In der Korrelation fallt auf, dass einige Verbindungen an P-gp einen deutlich hoheren pICsy-
Wert besitzen als an MRP1. Darunter sind vor allem an R, in meta oder ortho Position sub-
stituierte Aromaten (z.B. LM 13.10, LM 20.18, LM 20.17). Daraus lésst sich ableiten, dass grofie-

re Substituenten in ortho, bzw. meta-Position die Inhibition an P-gp begiinstigen. Im Gegenzug
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sind para- und unsubstituierte Verbindungen leicht benachteiligt (z.B. LM 20.4, LM 20.7,
LM 13.0).

6.0+ LM13.10

3.5 4.0 4.5 5.0 5.5
pICs MRP1

Abbildung 39: Korrelation der Aktivitatsdaten zwischen MRP1 und P-gp nach Pearson. Das Bestimmt-
heitsmaf} betragt 0,386. Beim Weglassen von LM 20.3 aus der Korrelation erhoht sich das Bestimmtheits-
maf} auf 0,571. LM 20.3 (blau) ist ein signifikanter Ausreifier (p < 0,05).

Ein solcher Zusammenhang lasst sich fiir R; nicht ausmachen, jedoch fillt die Substanz
LM 20.3, die an R; einen Cyclohexyl-Rest besitzt, auf. Wahrend bei MRP2 keine messbare und
bei MRP1 eine sehr schwache inhibitorische Aktivitat festgestellt werden konnte (ICso=
301,0 pmol/l), besitzt LM 20.3 an P-gp eine mit einem ICs, von 3,21 pmol/l im Vergleich sehr
gute Aktivitat. MRP1 und MRP2 bevorzugen anscheinend flache, planare aromatische Substi-
tuenten an dieser Stelle, wahrend P-gp offenbar auch voluminésere Reste akzeptiert. Um diese
Annahme zu untermauern, miissten weitere Substanzen mit dhnlichen Partialstrukturen an R,
untersucht werden.

Werden die gemessenen pICsp-Werte mit den errechneten log P-Werte verglichen, so ergibt
sich die in Abbildung 40 dargestellte Korrelation.

Wie schon bei den MRPs ergibt sich hier ein relativ schlechter Bestimmtheitsmaf R* von 0,338.
Dennoch liegt die Wahrscheinlichkeit, dass die Daten nicht korrelieren, nach Pearson bei
p=0,014. Ein Zusammenhang zwischen der Lipophilie und den Aktivitatsdaten ist offen-
sichtlich, jedoch ist dieser nicht so deutlich ausgepragt, wie z.B. bei MRP1. Es muss also noch
andere Ursachen, wie z.B. die rdumliche Ausdehnung (Vergl. auch Kapitel 4.5.2) geben, die eine

Rolle fiir die Wirksamkeit der LM-Verbindungen an P-gp spielen.
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Abbildung 40: Korrelation der Aktivitatsdaten fiir P-gp gegen die errechneten log P-Werte. Bestimmt-
heitsmaf} R” = 0,338.

4.5 Dreidimensionale quantitative Struktur-Wirkungsbeziehungen (3D-QSAR)
der LM-Verbindungen

Die hier gezeigten Daten und Bilder aus der dreidimensionalen quantitativen Struktur-
Wirkungsbeziehung (3D-QSAR) wurden in Zusammenarbeit mit L. Méllmann aus denen in
dieser Arbeit erhobenen biologischen Daten erstellt. An dieser Stelle soll nur ein kurzer
Einblick in die 3D-QSAR gegeben werden und die Ergebnisse mit denen aus den qualitativen
Struktur-Wirkungsbeziehungen verglichen werden.

Es wurden zwei verschiedene Verfahren zur Analyse der 3D-QSAR angewendet. Bei diesen
handelt es sich zum einem um die von Cramer et al. [136] entwickelte vergleichende Molekiil-
feldanalyse (Comparative Molecular Field Analyse = CoMFA) und zum anderen um die von
Klebe et al. entworfenen Vergleich molekularer Ahnlichkeits-Indizes (Comparative Molecular
Similarity Indices Analysis = CoMSIA) [137].

Zunichst wurde ein Pharmakophormodell erstellt, dazu wurden die Substanzen so ausge-
richtet, dass sie moglichst der biologisch aktiven Konformation entsprechen und dann iiber-
lagert. Da die Konformation nicht bekannt ist, wurde eine Verbindung ausgewahlt (LM 13.0)
und deren energiearmste Form als Leitstruktur verwendet. Fur die 3D-QSAR ist dieses Uber-
lagerungsverfahren essentiell, da hierbei Molekiilfelder an gleichen rdumlichen Punkten ver-
glichen werden. Die tiberlagerten Strukturen werden dann einzeln in ein 3D-Gitter eingebracht
und die Molekiilfelder je nach Methode berechnet. Aus den Molekiilfeldern werden dann mit
dem Partial Least Squares (PLS-)Verfahren die Variablen herausgefiltert, die wichtig fiir die

Beschreibung der Unterschiede der biologischen Daten sind.
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4.5.1 Berechnung der Molekiilfelder und Erstellung des 3D-QSAR-Modells

Wie oben bereits erwahnt wurden die Strukturen in ein 3D-Gitter eingebettet. Dieses Gitter hat
eine definierte Maschenweite von 2 A. Mit Hilfe von Sonden werden an den Schnittpunkten
innerhalb dieses Gitters Wechselwirkungsenergien berechnet, die in ihrer Gesamtheit als
Molekiilfeld bezeichnet werden. Dieses Molekiilfeld ist spezifisch fiir eine Struktur und wird
durch die Vielzahl der Wechselwirkungsenergien charakterisiert. Zur Untersuchung von
sterischen Effekten wird z.B. ein Kohlenstoffatom als Sonde eingesetzt. Fiir die Berechnung der
sterischen Interaktionsenergien wird das Lennard-Jones-Potential verwendet. Elektrostatische
Wechselwirkungen werden hingegen durch ein Coulomb-Potential mit einer einfach positiv
geladenen Probe bestimmt. Werden die in Abbildung 41 dargestellten Verldufe des Lennard-
Jones-Potentials und des Coulomb-Potentials betrachtet, so zeigt sich, dass mit kleinen Ab-

stainden r zwischen Sonde und Molekiil die Energien E(,y sehr schnell stark ansteigen. Da dies

die Datenanalyse erschweren kann, werden sogenannte Grenzwerte eingefiihrt.

Lennard-Jones- .
Potenzial

Grenzwert

Coulomb-
Potenzial
(gleiche Ladungen)

Coulomb-
Potenzial
(ungleiche Ladungen)

Grenzwert

Abbildung 41: Lennard-Jones- und Coulomb-Potential-Verlauf, die zur Beschreibung von zwischenmoleku-
laren Wechselwirkungen in der COMFA herangezogen werden (nach [138]).

Im Gegensatz zur COMFA werden bei der CoMSIA keine Wechselwirkungsenergien, sondern
relative Ahnlichkeiten zueinander verglichen. In Analogie zur COMFA werden die Strukturen

in ein 3D-Gitter mit einer Maschenweite von 2 A eingesetzt und mit verschieden Sonden die
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Molekiileigenschaften ermittelt. Aus diesen Daten konnen dann mittels einer Gauf3-Funktion
die Ahnlichkeitsindizes berechnet werden. Im Gegensatz zu den Potentialen besitzt die Gauf3-
Funktion einen endlichen Verlauf und macht den Einsatz von Grenzwerten unnétig. Des
Weiteren hat sie den Vorteil, dass sie gleichméfliger ansteigt und auch Daten aus den
Bereichen innerhalb von Molekiilen mit in die Erstellung des Modells einbezogen werden

konnen (siehe auch Abbildung 42).

Lennard-Jones-

Er Potenzial

T

Coulomb-
Potenzial
(gleiche Ladungen)

Abbildung 42: Vergleich der in der COMFA verwendeten Potentiale mit der in der CoMSIA verwendeten
Gauf3-Kurve (nach [138]).

Sowohl CoMFA als auch CoMSIA liefern als Ergebnis eine Vielzahl an unabhéngigen Vari-
ablen, denen nur wenige abhidngige Variablen gegeniiberstehen, die Aktivitidtsdaten. Mittels
des PLS (partial least squares)-Verfahrens, werden die Anzahl der unabhéngigen Variablen
reduziert, indem aus den unabhéngigen Variablen latente Variablen in Form von Eigen-
vektoren extrahiert werden. Diese Eigenvektoren stehen orthogonal, d.h. unkorreliert zuein-
ander und beschreiben einen Teil der Varianz der unabhéngigen Variablen. Durch das PLS-
Verfahren werden die latenten Variablen so ausgesucht, dass sie maximal mit der abhangigen
Variable korrelieren [139]. Fir die so erhaltenen Korrelationen stehen verschiedene Validie-
rungsmetoden zur Verfiigung. Bei der sogenannten Leave-One-Out-Methode (LOO) wird
systematisch jede Verbindung einmal aus dem Datensatz entfernt und ein Modell erstellt, mit
dem die Aktivitat der entfernten Verbindung vorhergesagt wird. Je besser das Modell ist, desto
geringer ist die Diskrepanz zwischen vorhergesagtem und tatsachlichem Aktivitatswert. Ein
weiteres Verfahren stellt das sogenannte Leave-Many-Out-Verfahren (LMO) dar. Bei diesem

werden im Unterschied zur zuvor beschriebenen Methode die Daten zufillig in eine vorge-
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gebene Anzahl von Gruppen unterteilt. Jede Gruppe wird einmal entfernt und erneut eine PLS-
Analyse basierend auf den restlichen Gruppen durchgefiihrt. Da die Zusammensetzung der
Gruppen Auswirkungen auf das Validierungsergebnis haben kann, wird die Validierung
mehrmals durchgefiihrt und die Ergebnisse gemittelt. Die beiden beschriebenen Methoden
werden unter dem Oberbegriff, der Kreuzvalidierung zusammengefasst.

Mathematisch lassen sich die Validierungsmethoden wie folgt quantifizieren: Unter Einbezie-
hung der Anzahl der untersuchten Verbindungen n und der ermittelten Komponenten c lasst
sich die Kreuzvalidierte Standardabweichung sprgss (Standard deviation of Predictive Sum of

Squares) beschreiben.

Gleichung 12

—_ 2
_ Z(Ybeobachtet Yberechnet)
SPRESS = n—c—1

Ein weiteres Maf} fiir die Vorhersagekraft eines erstellten Modells stellt der quadrierte Korrela-

tionskoeffizient g% der Vorhersage dar, der wie folgt errechnet wird:

Gleichung 13

CIZ —1- <Z(Ybeobachtet B Yberechnet)z)
- —\2
Z(Ybeobachtet - Y)

Der quadrierte Korrelationskoeftizient kann Werte zwischen —oo und 1 annehmen und charak-
terisiert die Giite des statistischen Modells. Die Giite eines Modells lisst sich anhand des g2
wie folgt abschétzen: Ist g% = 0 ist dies genauso gut wie kein Modell zu haben. Modelle mit
q* < 0,4 besitzen eine schlechte Aussagekraft, im Bereich 0,4 < q* < 0,6 ist der Wert eines
Modelles umstritten und bei einem g2 > 0,6 handelt es sich zumindest unter statistischen
Gesichtspunkten um ein gutes Modell [140].

Nach der Validierung eines Modells konnen sogenannte Konturdiagramme aufgestellt werden,
in dem Bereiche mit Gitterpunkten, die fiir die Erklarung der biologischen Aktivitdt im Modell

wichtig sind, graphisch dargestellt werden.
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4.5.2 3D-QSAR-Modelle der LM-Verbindungen

In Abbildung 43 ist das Alignment aller verwendeten LM-Verbindungen auf Grundlage der
Verbindung LM 13.0 dargestellt. Da die biologisch aktive Konformation nicht bekannt ist, wur-
de die Verbindung wie in Kapitel 4.5.1 beschrieben, nach der Konformationssuche, energie-
minimiert und die anderen Substanzen dann itiber das so entstandene Template gelegt, die
Energiefelder berechnet und mit den biologischen Daten verglichen. Zur besseren Vergleich-
barkeit wurden nur Verbindungen verwendet, die in allen drei Assays eine inhibitorische

Aktivitat zeigten.

Abbildung 43: Alignment der fiir die 3D-QSAR verwendeten Strukturen. Aus Ubersichtsgriinden wurden
die Wasserstoffatome weggelassen. Gut zu erkennen ist, dass der Phenylring der Verbindung LM 20.0
deutlich aus der Ebene herausragt (Pfeil).

In Abbildung 43 ist die Uberlagerung aller Verbindungen dargestellt. Zu erkennen ist, dass die
meisten Verbindungen rdumlich etwa in einer Ebene liegen. Die einzige Ausnahme bildet
LM 20.0, das aufgrund seines Ethyl-Linkers deutlich aus der Ebene herausragt, was wahr-
scheinlich die Ursache fiir die schlechtere inhibitorische Aktivitat darstellt.

Auf Basis dieses Alignments wurden mit den entsprechenden Sonden Molekiilfelder ermittelt,
mit den biologischen Daten mittels PLS-Methode korreliert und zunéchst mittels Leave-One-
Out (LOO) validiert (Vergl. Kapitel 4.5.1). In Tabelle 33 und Tabelle 34 sind die Ergebnisse fiir

MRP1 und MRP2 zusammengefasst. Werden die Ergebnisse der Modelle fiir MRP1 und MRP2
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verglichen, so ergibt sich, dass fiir MRP1 grundsatzlich ein besseres Modell vorhergesagt wird.
Im Grof3en und Ganzen zeigt sich aber, dass die Modelle, welche eine gute Vorhersagekraft fiir
MRP1 zeigen, auch fir MRP2 gute Ergebnisse erzielen. Dies ist auf die sehr &hnlichen bio-
logischen Daten fiir MRP1 und MRP2 zuriickzufithren (Abbildung 35). Es ergaben sich mehrere,
aus statistischer Sicht gute Modelle. Darunter das CoOMFA-Modell basierend auf dem sterischen
Feld (S) und das entsprechende CoMSIA-Modell. Ein ebenfalls gutes Modell lieferte die auf der
Hydrophobie basierende CoMSIA-Modell, jedoch wurden hier sehr viele Komponenten (MRP1:

7 und MRP2: 10 Komponenten) benétigt, sodass dieses nicht verwendet wurde.

Tabelle 33: Ergebnisse der COMFA und COMSIA fiir MRP1 mit Validierung durch das Leave-One-Out
(LOO) Verfahren und ohne Validierung.

MRP1
LOO ohne Validierung
Felder q | Komponenten R’ StAbw.
CoMFA
Sterisch (S) 0,660 4 0,952 0,108
Elektrostatisch (E) 0,287 1
Sterisch + Elektro- 0.635 5
statisch (S + E) '
CoMSIA
Sterisch 0,767 3 0,906 0,146
Elektrostatisch 0,452 6
Hydrophob (H) 0,775 7 0,968 0,101
H-Akzeptor (A) 0,238 2
H-Donator (D) -0,155 1
Sterisch + Elektro- 0,697 6
statisch (S + E)
Sterisch + Hydro- 0,776 3 0,954 0,102
phob (S + H)
Sterisch + Hydro- 0,825 13 1,000 0,018
phob + Elektrosta-
tisch (S+H + E)
H-Donor + Akzep- 0,231 3
tor (D + A)

An dieser Stelle werden die Konturdiagramme der CoMSIA basierend auf dem sterischen Feld

fir die drei untersuchten Proteine MRP1, MRP2 und P-gp diskutiert (Abbildung 44, Abbildung
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46, Abbildung 48). In alle Konturdiagramme wurde zur besseren Vergleichbarkeit LM 20.5
eingebettet. Anhand dieser Struktur sollen die Diagramme diskutiert werden. Wie schon an-
hand der biologischen Daten zu erwarten war (vergl. Kapitel 4.4.2), sind die Konturdiagramme
fir MRP1 und MRP2 sehr &hnlich. In Position 31, 5 und 6 von LM 20.5 sind sterisch begiinstigte
Positionen, an denen eine rdumliche Ausdehnung vorteilhaft ist. Hinter Position 33 des
LM 20.5 ist ein grofler sterisch ungiinstiger Bereich, der durch die groflen Substituenten an
dieser Stelle verursacht ist (z.B. Methoxygruppen oder Methylgruppen). Er konnte auch
erklaren, warum die mit volumindsen Resten in para-Position substituierten Verbindungen wie
z.B. LM 13.1 und LM 13.3 inaktiv waren. Unterhalb von Position 8 befindet sich sowohl bei
MRP1 als auch beim Konturdiagramm fiir MRP2 (wenn auch weniger ausgeprégt) ein gelb

dargestellter, sterisch ungiinstiger Bereich, der durch LM 20.0 hervorgerufen wurde.

Abbildung 44: Graphische Auswertung des erhalten CoMSIA-Modells auf Basis der sterischen Eigenschaf-
ten der Molekiile fiir MRP1. Gezeigt ist LM 20.5, die beste Testsubstanz im MRP1-Assay. Gelb: Sterisch
ungiinstig; griin: Sterisch begiinstigt.

In Abbildung 45 und Abbildung 47 sind die durch die LOO-Validierungen berechneten pICs,y-
Werte der jeweiligen weggelassenen Substanzen gegen die entsprechenden gemessenen pICs-
Werte aufgetragen. Fiir alle Korrelationen wurde ein Ausreifler-Test nach Grubbs durchgefiihrt
[110]. Es wurden keine signifikanten Ausreifler gefunden, sodass die Werte mit den hdochsten
Abweichungen vom vorhergesagten pICsp-Wert (> 0,4 logarithmischen Einheiten) an dieser
Stelle diskutiert werden sollen. Die Abbildung 45 und Abbildung 47 demonstrieren, dass die

berechneten Werte gut mit den gemessenen Werten iibereinstimmen (Bestimmtheitsmafd
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R® = 0,701 (MRP1) bzw. 0,571 (MRP2)). Werden die einzelnen Werte der Korrelationen genauer
verglichen so fallt sowohl fiir MRP1 als auch fiir MRP2 auf, dass fiir beide Proteine zwei Ver-
bindungen gemeinsam, mit Residuen grof3er als 0,4 logarithmischen Einheiten, aus der Korre-
lation herausfallen. Dies ist zum einem LM 20.4, fiir die eine deutlich schlechtere Aktivitét vor-
hergesagt wird und LM 20.6, fiir die ein deutlich hoherer pICs;-Wert vorhergesagt wird.
Werden diese Werte aus der Korrelation entfernt, erhoht sich das Bestimmtheitsmaf3 fiir MRP1
auf 0,861 und fir MRP2 auf 0,773. LM 20.6 ist das einzige Derivat mit einem Chlor-
Substituenten und Pyridinrest, sodass eventuelle elektrostatische Aspekte urséachlich fir die
Abweichung sein konnten, die allerdings im sterischen CoMSIA-Modell nicht beriicksichtigt
werden. Eine Begriindung fiir die schlechte Vorhersage von LM 20.4 konnte dagegen eine
mogliche Uberbewertung des sterisch begiinstigten Bereichs in Position 4 und 5 von LM 20.5
sein (Vergleiche Abbildung 44 und Abbildung 46). Bei MRP2 fillt zusétzlich noch LM 20.1 mit
einer Abweichung von mehr als 0,4 logarithmischen Einheiten auf. Ein méglicher Grund wird

in der Diskussion der Korrelation fiir ABCB1 gegeben.

5.5+
A )
32 2
Q g°=0,767
%’ n=18 0. ©
g 5-0_ 1 1 1 1 1
O LI 24.4: B C
— O oLm204 [M20:8 ] E C
D— LM20.7 — L
= 45+ Lweos o 0 g e .
3 ' fo) [0 18 C
9 oo (@) L_tho;'(})E _-— E
[oX LM13.6 1 — L
LM13.2 4 | -
4-0 T T 1 L_ 1:13318: T T ! T T -
4-0 4.5 5.0 5-5 06 -04 -O.ZRe;(i)é(LJJen 0.2 0.4 0.6
plCgq MRP1

Abbildung 45: A: Korrelation zwischen gemessenen und durch das sterische LOO-CoMSIA-Modell fiir die
entsprechenden Substanzen vorhergesagten pICs)-Werte fiir MRP1. Die Aktivitit der hervorgehobenen
Substanzen wich mehr al 0,4 logarithmische Einheiten von den experimentell ermittelten Werten ab.
Abbildung B zeigt die als Residuum bezeichnete Differenz zwischen experimentellen und vorhergesagten
Werten.
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Tabelle 34: Ergebnisse der COMFA und CoMSIA fiir MRP2 mit Validierung durch das Leave-One-Out (LOO)
Verfahren und ohne Validierung.

MRP2
LOO Ohne Validierung
Felder q° Komponenten R’ StAbw.
CoMFA
S 0,622 9 0,958 0,144
E 0,248
S+E 0,423 15
CoMSIA
S 0,652 3 0,870 0,191
E 0,320
H 0,684 10 0,968 0,133
D -0,123 1
A 0,341 2
S+E 0,620 13
S+H 0,659 2 0,906 0,157
S+H+E 0,737 10
D+A 0,335 3

Abbildung 46: Graphische Auswertung des sterischen CoMSIA-Modells auf Basis der sterischen Eigen-
schaften der Molekiile fiir MRP2. Gezeigt ist LM 20.5, die beste Testsubstanz im MRP2-Assay. Gelb: Sterisch
ungiinstig; griin: Sterisch begiinstigt.
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Abbildung 47: Korrelation zwischen gemessenen und durch das sterische LOO-CoMSIA-Modell fiir die
entsprechenden Substanzen vorhergesagten pICs)-Werte fiir MRP2. Die Aktivitit der hervorgehobenen
Substanzen wich mehr al 0,4 logarithmische Einheiten von den experimentell ermittelten Werten ab.
Abbildung B zeigt die als Residuum bezeichnete Differenz zwischen experimentellen und vorhergesagten
Werten.

Die Ergebnisse der CoMFA und CoMSIA-Berechnungen fiir P-gp mit und ohne LOO-
Validierung sind in Tabelle 35 zusammengefasst. Zur besseren Vergleichbarkeit wird auch fiir
P-gp das CoMSIA-Konturdiagramm basierend auf den sterischen Eigenschaften mit denen der
MRPs verglichen, obwohl das entsprechende CoMFA-Modell das Modell mit der besten
Vorhersagekraft darstellt. Der grofite Unterschied zwischen den Modellen der MRPs gegeniiber
dem von P-gp ist der deutlich groflere sterisch begiinstigte Bereich in den Positionen 30 und 31
der MRPs (Abbildung 48). Im Fall von P-gp erstreckt sich dieser Bereich noch bis tiber Position
25 von LM 20.5 und spiegelt die bessere Wirksamkeit der in meta- und para-substituierten
Aromaten wider. Auch auffillig ist das Fehlen des sterisch ungiinstigen Bereiches unterhalb
der Position 8 der LM 20.5, dies konnte ein Hinweis darauf sein, dass an dieser Stelle auch
volumindsere Reste akzeptiert werden. Ein weiterer Hinweis darauf liefert, dass die an dieser
Stelle mit einem volumindsen Cyclohexyl substituierte Verbindung LM 20.3 an P-gp deutlich
inhibitorisch aktiver ist als an MRP1 und MRP2.
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Tabelle 35: Ergebnisse der COMFA und CoMSIA fiir P-gp mit Validierung durch das Leave-One-Out (LOO)
Verfahren und ohne Validierung.

P-gp
LOO Ohne Validierung
Felder q° ‘ Komponenten R’ StAbw.
CoMFA
S 0,788 2 0,919 0,084
E 0,457
S+E 0,704 4 0,962 0,062
CoMSIA
S 0,768 3 0,928 0,082
E 0,471 2
H 0,419 2
D -0,019 1
A -0,021 1
S+E 0,638 3
S+H 0,640 2 0,873 0,105
S+H+E 0,647 3 0,931 0,081
D+A -0,031 3

In Abbildung 49 ist die Korrelation der berechneten pICs,-Werte der in der LOO-Validierung

jeweils weggelassenen Verbindung gegen die gemessenen Werte aufgetragen. Auch hier zeigt

sich eine hohe Korrelation der Werte. Das Bestimmtheitsmafl R” betréigt 0,741 und zeigt eine

hohe Korrelation der Datensatze. Keine Verbindung weicht mehr als 0,4 logarithmische Ein-

heiten von den experimentell bestimmten Werten ab. Der einzige Datenpunkt, der von der

Trendlinie mit mehr als 0,25 logarithmischen Einheiten abweicht, ist LM 20.1 und nicht wie bei

MRP1 und MRP2 LM 20.4 und LM 20.6, was nochmals die Unterschiede zwischen den MRPs

und P-gp demonstriert. LM 20.1 ist die Verbindung mit dem ldngsten Alkyllinker zwischen

Aromat und der Benzimidazolstruktur und konnte, aufgrund des Fehlens von vergleichbaren

Substanzen als schlechter vorhergesagt werden.
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Abbildung 48: Graphische Auswertung des erhalten CoMSIA-Modells auf Basis der sterischen Eigenschaf-
ten der Molekiile fiir P-gp. Gezeigt ist zur besseren Vergleichbarkeit wieder LM 20.5. Gelb: Sterisch un-
giinstig; griin: Sterisch begiinstigt.
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Abbildung 49: A: Korrelation zwischen gemessenen und durch das sterische LOO-CoMSIA-Modell fiir die
entsprechenden Substanzen vorhergesagten pICs;)-Werte fiir P-gp. Keine der Substanzen wich mehr als 0,4
logarithmische Einheiten von den experimentellen Daten ab. Die hervorgehobene Substanz ist die mit der
groffiten Abweichung von den gemessene pICs,-Werten (> 0,25 logarithmischen Einheiten). Abbildung B
zeigt die als Residuum bezeichnete Differenz zwischen experimentellen und vorhergesagten Werten.

Zusétzlich zur LOO-Validierung wurde fiir alle Proteine noch zusétzlich eine Leave-Many-Out
(LMO)-Validierung fiir die besten CoMFA- und CoMSIA-Modelle durchgefiihrt. Die Ergebnisse

der Validierung sind in Tabelle 36 zusammengestellt. Mit Ausnahme des sterischen CoMFA-
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Modells fiir MRP2 kann fiir die anderen untersuchten Modelle ca. ein Drittel bis die Hélfte der
Verbindungen weggelassen werden, bevor es zu einem q°<0,5 und damit zu statistisch

schlechten Modellen kommt.

Tabelle 36: Ergebnisse der Leave-Many-Out-Validierung der besten 3D-QSAR-Modelle. Jedes q° wurde als
Mittelwert aus 100 Zyklen berechnet.

LMO
MRP1 MRP2 P-gp
Fields M q’ SPRESS q SPRESS q SPRESS

CoMFA -

S 6 0,644 0,061 0,508 0,079 0,764 0,057
5 0,639 0,069 0,749 0,071
4 0,633 0,079 0,750 0,048
3 0,618 0,102 0,716 0,100
2 0,539 0,148 0,602 0,171

CoMSIA -

S 6 0,747 0,034 0,617 0,051 0,722 0,088
5 0,743 0,041 0,611 0,046 0,711 0,087
4 0,725 0,050 0,608 0,071 0,706 0,086
3 0,702 0,070 0,571 0,088 0,689 0,104
2 0,609 0,139 0,607 0,145

CoMSIA -

H 6 0,734 0,048 0,651 0,053
5 0,723 0,064 0,634 0,056
4 0,689 0,082 0,629 0,073
3 0,667 0,114 0,606 0,087
2 0,558 0,168 0,532 0,137

CoMSIA -

S+ E 6 0,653 0,080
5 0,634 0,088
4 0,617 0,108
3 0,601 0,139
2 0,508 0,162

Beim Vergleich der drei CoMSIA-Konturdiagramme, beruhend auf den sterischen Wechsel-
wirkungen der Verbindungen der jeweiligen Proteine miteinander, fallt auf, dass es eine hohere
Ahnlichkeit zwischen den Modellen der MRPs gibt als zu dem Modell von P-gp. Wie schon aus

den Korrelationen zwischen MRP1 und MRP2 bzw. zwischen MRP1 und P-gp ersichtlich, war
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dies auch zu erwarten. Der Grund liegt wahrscheinlich im hoheren Verwandtschaftsgrad der
MRPs untereinander im Vergleich zu P-gp [3, 141]. Nichtsdestotrotz dhneln sich alle drei
Modelle in den meisten Punkten, was schlieflen lasst, dass die LM-Modulatoren an eine hoch-

konservierte Doméne der ABC-Transporter binden.

4.6 Gii-Verbindungen als selektive Modulatoren fiir MRPs

4.6.1 Aufbau der Modulatoren

Die folgenden Verbindungen wurden im Arbeitskreis von Prof. Giitschow synthetisiert. Eine
Beschreibung der Synthese wird in der Dissertation von H.-G. Hécker zu finden sein.

Prinzipiell sind die Modulatoren aus einer aromatischen Carbonséure aufgebaut, die in ortho-
Position einen Harnstoff- oder Thioharnstoff-Substituenten tragen. Der N3-Stickstoff des Harn-
stoffs ist mit verschiedenen Alkylresten substituiert. Teile der Testungsergebnisse wurden in
Zusammenarbeit mit Frau Wiendlocha im Rahmen einer Diplomarbeit an der Universitat Bonn
angefertigt [142]. In Abbildung 50 ist beispielhaft eine Inhibitionskurve von Gii 658, der besten

Substanz im Test, dargestellt.

100_ [ ] ° 1

- :
2 ®
2 |-=— 2008 MRP1
§ 50 ¢ 2008
QO
o

0——._| I T T T

w00 75 -6.5 5.5 -45

log [Gl 658], M

Abbildung 50: Beispiel einer Dosis-Wirkungskurve von Gii 658 an MRP1 in 2008 MRP1 und WT Zellen.
Dargestellt ist eine Dosis-Wirkungskurve eines reprasentativen Experiments als Doppelbestimmung aus
einer Serie von n = 3 unabhingigen Experimenten.
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4.6.2 Struktur-Wirkungsbeziehungen fiir MRP1

Alle getesteten 2-Ureidobenzoesduren sind in Tabelle 37 zusammengestellt. Besonders gut
inhibitorisch wirksame Verbindungen ergaben sich bei einer Diethylureido- bzw. Cyclohexyl-
Methylureido-Teilstruktur (Gii 559, Gii 556, G 681, Gii 1541). Wurde diese Teilstruktur durch
elektronenziehende Reste wie z.B. Phenyl- oder Benzylreste ausgetauscht, so erfolgte in der
Regel ein totaler Wirkverlust (vergl. Gii 319, Tabelle 48 im Anhang).

Das Einfiigen eines Methylrestes in Position 5 (R4= Methyl), fithrte zu keiner Verbesserung der
biologischen Aktivitat. Im Gegensatz dazu verbesserte ein ankondensierter Benzenring die
inhibitorische Wirksamkeit drastisch. So ist das Naphthalen-Derivat (Gii 1541) mit einem ICsp-

Wert von 5,38 pmol/l mit Abstand die inhibitorisch aktivste Verbindung dieser Serie.

Tabelle 37: Strukturformeln und biologische Aktivitit aller getesteten 2-Ureidobenzoesiduren.

Ry

O\\I/N\R2

Ra:C[NH
R CO,H

4
ICs0 [pmol/] Hill-
Bezeichnung NR;R, Rs R,
pICso Koeffizient
/—CHj 26,41 £ 10,13
Gii 559 —N\_ —H —H 1
CHj 4,578 +0,015
0
Gii 556 }—@ —H —H k.E. -
—NH
Q
) o) B B ]
Gii 579 — \CH3 H H k. E.
CHs
A s\ 11,86 + 0,31
Gii 566 N, —H —H 1
CHj 4,937 + 0,119
Gu 611 >/: —H —H k. E. -
—N
CHj
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ICs0 [pmol/] Hill-
Bezeichnung NRR, R; R,
pICso Koeffizient
CHs 38,92 + 0,33
Gii 568 —N —H —H 1
4,331+ 0,116
Gii 604 N —H —H k. E. ;
CHg
43,93 + 11,12
Gii 560 - —H —H 1
4,366 + 0,104
Gii 410 _N\\//\\O —H —H k. E. -
A st 23,39 £ 6,18
Gii 618 N, —H —CH, 1
CHs 4,642 + 0,121
Gii 619 >/: —H —CHs k. E. -
—N
CHs
CHs
Gii 623 _N\_Q —H —CHs k. E. -
Gii 615 N —H —CH, k. E. :
CHg
Gil 660 _N\\//\\O —H —CHs k. E. -
_ 43,38 + 13,32
Gii 587 N\\//\\O —CH,4 —CHs 1
4,375 + 0,125
/—CHg = 5,382 + 0,683
Gii 1541 —N 1
\—cH, X 5,272 + 0,057

k. E. = kein Effekt

In Tabelle 38 sind Benzoesduren mit einer Thioharnstoffteilstruktur an Position 2 dargestellt.
Ahnlich wie bei den Harnstoffen war auch bei den Thioharnstoffen eine Cyclohexyl-Methyl-
Substitution vorteilhaft fiir die inhibitorische Aktivitat (Gu 1525; 1Cs50=16,21 pmol/l). Jedoch

waren mit Ausnahme von Gii 1527 und Gii 1521 alle Verbindungen von diesem Typ mit einem
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ICs-Wert von ca. 20 pmol/l etwa gleich aktiv. Durch den Austausch der Harnstoffstruktur
durch einen Thioharnstoff (vergl. Tabelle 37) verbesserte sich in den meisten Féllen die
Aktivitat. Beispiele hierfir sind Gii 559 (ICsp=26,4 pmol/l) und Gii 1522 (ICs5p=21,6 umol/l),
Gii 568 (ICs0=42,6 pmol/l) und Gii 1522 (ICs5p=29,1 umol/l), Gii 611 (nicht aktiv) und Gii 1524
(ICs0=24,0 pmol/l). Neben den oben beschriebenen Benzoesduren wurden noch einige abwei-
chend substituierte Verbindungen mit einer 2-(3-arylthioureido)-Partialstruktur untersucht.
Diese waren alle inaktiv (vergl. Tabelle 48 im Anhang). Dies lasst darauf schlieffen, dass die
Stickstoftfunktion fiir die Wirkung essentiell ist, was auf die geringere elektronenziehende
Wirkung des Stickstoffes im Vergleich zum Sauerstoff zuriickzufithren sein konnte. Des
Weiteren fithrt auch hier ein Austausch der Carbonsaurefunktion durch eine Nitrilgruppe zum

Wirkverlust (Gii 1520 im Vergleich zu Gii 378).

Tabelle 38: Strukturformeln und biologische Aktivitit aller getesteten Benzoesduren mit einer
Thioharnstoffteilstruktur.

R
N.
S R,
o
CO,H
ICs0 [pmol/] Hill-
Bezeichnung NR;R,
pICso Koeffizient
/—CHj, 21,65 + 5,27
Gii 1520 —N 1
\“—CH, 4,674 0,110
N\ 16,21 * 4,18
Gii 1525 N 1
CH, 4,800 + 0,113
CHs 197,8 + 28,6
—N
Gii 1527 1
3,707 + 0,064
CHa 29,10 + 9,14
Gii 1522 —N 1
4,552 + 0,149
CHs 24,02 + 6,89
Gii 1524 —N 1
4,631 + 0,121
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ICs0 [pmol/] Hill-
Bezeichnung NR R,
pICso Koeffizient
CHg 18,31 + 4,51
—N

Gi 1526 1
4,746 £ 0,104
20,66 £ 2,54

Gu 1523 - 1
4,687 = 0,053

Gii 1521 _N\\//\\O k. E. -

k. E. = kein Effekt

In Tabelle 39 sind die 2-Ureidothiophen-3-carbonsduren mit ICs;-Werten aufgefiihrt. Die

Morpholin- (Gii 600) und die Dimethyl- (Gii 602) substituierten Verbindungen waren inaktiv,

wihrend die beiden Diethylderivate Gii 705 und Gii 601 eine moderate Aktivitat an MRP1 zeig-

ten.

Tabelle 39: Strukturformeln und biologische Aktivitit aller getesteten 2-Ureidothiophen-3-Carbonsiuren.

CO,H
R4
ICso [pmol/1] Hill-
Bezeichnung NR;R, R; R,
pICso Koeffizient
/—CHj 11,89 + 3,12
Gii 705 —N E/ 1
\—CHj 4,935 + 0,116
HaC,
Gil 602 »—CHs C k. E. -
—NH
/—CHs 9,029 + 4,222
Gii 601 —N 1
\“—CH, 5,081 + 0,229
Gii 600 _N\\//\\O C k. E. _

k. E. = kein Effekt
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Die beiden Verbindungen besitzen einen vergroflerten, ankondensierten Cycloalkylrest am
Thiophen, der sowohl ihre Lipophilie als auch ihre rdumliche Ausdehnung erhoht. Bei der
Gegeniiberstellung mit den Benzoesduren zeigt sich, dass ihre Aktivitadtsdaten zwischen denen
der am Ring unsubstituierten Verbindung (Gii 559) und dem Naphthylderivat (Gu 1541) liegen.
Neben den vier Thioharnstoffderivaten wurden noch weitere Derivate getestet, die anstelle der
Harnstoff- bzw. Thioharnstofffunktion eine 2-Acylamino- bzw. 2-Alkoxycarbonylamino-
Gruppe besaflen (Vergl. Tabelle 48 im Anhang). Alle diese Verbindungen waren inaktiv, was
mit den elektonenziehenden Eigenschaften der Carbonylfunktion zusammen héngen konnte,
da auch Phenylreste zu einem Wirkverlust fithrten.

Bei den Thiophenderivaten bildeten die ortho-Thioureidocarbonsduren die grofite Gruppe der
untersuchten Substanzen (Tabelle 40). Auch in dieser Gruppe erwies sich die Carbonsaure-
funktion als essentiell, da weder Gii 642 der Ester von Gi 647 noch das Cyano-Derivat
(Gt 266) von Gii 583 einen inhibitorischen Effekt zeigten. Auch in dieser Gruppe waren
diethyl- und cyclohexylmethyl-substituierte Verbindungen (z.B. Gii 658; Gii 1579, G 592 etc.)
wirksamer als die an dieser Stelle mit polareren Strukturen wie Morpholino oder
Methylpiperazin substituierten Verbindungen (z.B. Gu 1518, Gii 74, Gii97). Da die beiden
Isomere Gii 647 und Gii 676 mit ICs-Werten von circa 4 pmol/l etwa gleich aktiv sind, kann
daraus geschlossen werden, dass die Position des Schwefels im Thiophenring keinen Einfluss
auf die inhibitorische Aktivitat hat.

Ausgehend von Verbindung Gii 676 soll der Einfluss der Substitution in Position 4 und 5 des
Thiophenrings diskutiert werden. Durch Einfiigen von zwei Methylgruppen in Gii 596
(IC50=20,4 pmol/l) wurde die inhibitorische Aktivitit etwas verringert. Ebenso reagierte die mit
einem Isopropylrest substituierte Verbindung Gii 686 (ICs=14,5 pmol/l), wohingegen das
Einfiigen einer polaren Sdureamidfunktion in Position 4 (wie in Gii 668) zum totalen Wirk-
verlust fiihrte.

Eine cyclische Ringerweiterung in Form eines 5 bzw. 6 Ringes (Gii 683 bzw. Gii 583) erhohte
die Aktivitdt in Vergleich zu Gu 676 leicht, wahrend eine weitere Vergroflerung des
ankondensierten Cyclohexylringes in Form einer Methyl-Substitution (Gii 681) bzw. eines

7-Ringes (Gii 681) wieder zur Verschlechterung der Aktivitét beitrug.
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Tabelle 40: Strukturformeln und biologische Aktivitit aller getesteten ortho-Thioureidocarbonsiuren.

Et Ri
Sa N SaN.
Y Y R
y NH g _NH
{1 V.
S” TCOLH CO.H
Ra
ICs0 [pmol/1] Hill-
Bezeichnung NR;R, Rs R,
pICso Koeffizient
4,165 + 0,787
Gl 647 1
5,386 + 0,083
/—CHs 4,487 + 0,583
Gii 676 —N —H —H 1
\—CH, 5,350 + 0,055
_ N 4519 + 0,488
Gii 1579 N —H —H 1
CHs, 5,347 + 0,049
/_CH3 CH3 14,49 + 5,52
Gii 686 —N —H 1
\—CH, CHs 4,861 + 0,175
Gil 1546 _N\\//\\O —H /@ k. E. )
/—CHg 14,26 + 4,674
Gii 1544 —N —H )
\—CH, 4,864 + 0,160
_ 27,52 + 3,33
Gii 1545 N\\//\\O )@ —H 1
4,562 + 0,051
/—CHg 26,56 + 6,39
Gii 596 —N —CHj —CHs 1
\—CH, 4,583 + 0,105
A s\ 4,191 £ 1,511
Gii 592 N —CHjs —CHj,3 1
CHs, 5,398 + 0,105
N 18,30 + 4,51
Gii 594 \\//\\o —CHs —CH, 1
4,747 £ 0,117
/_CH3 NH2
Gii 668 —N —CHs k. E. -
\_CH3 @)
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ICso [pmol/1] Hill-
Bezeichnung NR;R, R; R,
PICso Koeffizient
/—CHj 2,236 + 1,113
Gii 683 —N, E/ 1
\—CHj, 5,685 + 0,208
CHs
Gii 149 —N k.E. -
CHa,
/—CHj 2,710 + 0,351
Gii 583 —N 1
\—CH, 5,569 £ 0,057
Gii 593 —N k. E. _
CHs
Gii 74 _N\\//\\O C k. E. _
N /\/N\
Gii 97 N~ CHg C k. E. -
/—CHj 10,75 + 0,559
Gii 681 —N 1
\—GH, 5,015 + 0,257
/—CHg = 0,932 + 0,041
Gii 658 N “ 1
CHs 6,030 + 0,019
AN = 1,234 £ 0,294
Gii 1519 N, « 1
CH;, 5,917 + 0,107
N =
Gu 1518 \/\O \ k. E. -

k. E. = kein Effekt

Aus diesen Ergebnissen lasst sich schlieen, dass wahrscheinlich zwei Effekte mit gegensétz-

lichen Auswirkungen Einfluss auf die Aktivitit nehmen. Zum einen die Lipophilie, die eine

Aktivitatszunahme bewirkt, zum anderen die sterische Hinderung, die bei zu grof3er raumlicher

Ausdehnung wieder zu einer Wirkverschlechterung bis hin zum Wirkverlust fiihrt. Dies wird

auch dadurch deutlich, dass die aktivste Substanz Gii 658 mit einem ICs,-Wert von 0,932 pmol/1

durch den ankondensierten Ring sowohl planar ist als auch eine erhohte Lipophilie besitzt.

Obwohl Gii 1544 ebenfalls fast planar sein soll, kommt es zu einem Wirkverlust im Vergleich
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zu Gii 658 und den anderen Verbindungen, was durch eine sterische Behinderung durch den
grolen Phenylrest an R, erklarbar ist. Dass eine erhohte Lipophilie zur Wirksteigerung bei-
tragt, zeigt auch die Korrelation der pICs;-Werte aller aktiven Substanzen gegen die mittels
ACD-Labs 4.3 errechneten log P-Werte (vergl. Abbildung 51). Trotz eines relativ geringen
BestimmtheitsmaBes R® von 0,447 fiihrt diese zu einer nach Pearson hochsignifikanten
(p<0,0001) Korrelation zwischen Aktivitatsdaten und log P-Werten. Dies ldsst zumindest auf
eine Tendenz fiir eine Verbesserung der Aktivitat der Gii-Verbindungen durch die Lipophilie
schliefen, zeigt jedoch auch, dass die Lipophilie nicht der einzige Grund fiir die Aktivitét sein

kann.

8_
6_
o
o 4+
o
2_
0 T T T 1
3 4 5 6 7
plCsy MRP1

Abbildung 51: Korrelation der gemessenen pICs,-Werte der Gii-Verbindungen und der errechneten log P-
Werte. Das Bestimmtheitsmaf} R’ betrigt 0,457.

Beim Vergleich der Harnstoffderivate mit den entsprechenden Thioharnstoffen innerhalb der
Gruppe der Thiophene, wird eine leichte Pravalenz fiir den Austausch des Sauerstoffs gegen
ein Schwefelatom deutlich.

Einige der Substanzen wurden zusitzlich im Calcein-AM-Assay auf ihre modulatorischen
Eigenschaften an P-gp untersucht (siehe Kapitel 10.8 im Anhang). Die Mehrzahl der unter-
suchten Substanzen zeigte keine Aktivitdt bei den gemessenen Konzentrationen. Als einzige
Ausnahme sind die groflen Verbindungen mit ankondensiertem Phenylring in ortho-Stellung
zum Schwefel (Gii 1544 und Gii 1545) zu nennen. Diese zeigen zumindest bei einer Konzen-
tration von 100 pumol/l einen moderaten Effekt. Insgesamt kann gesagt werden, dass die Gii-

Verbindungen eine hohe Selektivitat fiir MRP1 besitzen, was wahrscheinlich auf das Vor-
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handensein der Carbonsdurefunktion zuriickzufithren ist, da P-gp kationische oder ungeladene

Substrate bevorzugt [7].

4.6.3 Erstellung eines Pharmakophormodells

Analog zu den im Kapitel 4.5 beschriebenen Verfahren wurde ein Pharmakophormodell fiir die
Gii-Verbindungen erstellt. Als Ausgangsverbindung diente die energieminimierte Verbindung
Gii 658, welche die aktivste Verbindung darstellte. Uber diese Vorlage wurden dann alle
aktiven Gii-Verbindungen iiberlagert und ein Pharmakophormodell anhand der iiberein-
stimmenden Daten berechnet. Die Berechnung erfolgte mittels der Standardeinstellungen von
MOE 7.3 (Tolerance: 1,2 und Threshold > 50 %). Das Ergebnis sowohl der Uberlagerung als
auch der Pharmakophorsuche ist in Abbildung 52 dargestellt.

Abbildung 52: Alignment aller an MRP1 Zellen aktiven Gii-Verbindungen und das daraus entstandene
Pharmakophormodell. Es gibt die Minimalanforderungen an einen MRP1-Inhibitor der Gii-
Verbindungsklasse wider. Orange: n-Elektronensystem; blau: Wasserstoffbriicken-Akzeptor; griin: Hydro-
phobes-Zentrum; Magenta: Wasserstoffbriicken-Akzeptor; grau: Wasserstoffbriicken Donor und Akzeptor.

Das Pharmakophormodell gibt die Minimalanforderung an einen MRP1-Inhibitor der Gi-
Verbindungsklasse wieder: Es besteht aus einem aromatischen Ring mit einer Sdurefunktion, in
deren ortho-Position eine Wasserstoftbriickenakzeptorfunktion (Harnstoffstickstoff), gefolgt

von einer Carbonylfunktion (Schwefel- bzw. Sauerstoff des Thio-/Harnstoffes) und einem
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hydrophoben Zentrum. Interessanterweise scheint der zweite, disubstituierte Stickstoff des
Thio-/Harnstoffs keine besondere Funktion im Pharmakophormodell zu haben, obwohl in den
biologischen Untersuchungen eine wichtige Funktion gezeigt werden konnte. Ein Austausch
dieses Stickstoffes durch einen Sauerstoff, fiihrte z.B. zu einem Wirkverlust. Ursachen fiir diese
Beurteilung konnten sein, dass nur aktive Substanzen fiir das Modell verwendet wurden oder
dass die Substituenten an den Sauerstoffen zu klein waren, um das bendétigte hydrophobe
Zentrum auszufiillen. In Abbildung 53 wurden die erhaltenen Ergebnisse nochmals graphisch

zusammen gefasst.

Harnstofffunktion,

mit Bevorzugung eines
Thicharnstoffes gegeniiber
eines Harnstoffes

Planares S /T Hydrophober,
o volumindser Rest
aromatisches — / \\
System bevorzugt
\
COOH
Essentielle

Sdurefunktion

Abbildung 53: Graphische Zusammenfassung der Struktur-Wirkungsbeziehungen der Gii-Verbindungen.

4.6.4 Gii-Verbindungen als Aktivatoren an MRP2

Fir MRP2 wurde von einigen Arbeitsgruppen eine allosterische Bindungsstelle fiir 3-Estradiol-
17-(B-D-Glukuronid) (E217G) sowohl fiir das humane als auch das Rattenanalogon postuliert
[143-145]. Es lag also nahe dies auch am rekombinanten MRP2 in MDCKII-Zellen zu tber-
priifen, wobei ein aktivierender Effekt von E;17G auf den Calcein-AM-Transport demonstriert
werden konnte. In Abbildung 54 ist der aktivierende Effekt von E,;17G anhand der Dosis-
Wirkungskurve dargestellt. Es besitzt einen pECs, von 3,938 + 0,156, was einer ECs, von
115 pmol/l entspricht. Dieser Wert entspricht dem Ky-Wert, der von verschiedenen Arbeits-

gruppen ermittelt wurde. Dort wird dieser zwischen 94-120 pmol/l angegeben [144, 146, 147].
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Abbildung 54: Dosis-Wirkungskurve von E,;17G im Calcein-AM-Assay fiir MRP2. Abgebildet sind Mittel-
wert und Standardfehler eines typischen Experiments als Doppelbestimmung aus einer Serie von n > 3
unabhingigen Experimenten.

Beim Screening der Gii-Substanzen an MRP2 fiel ein dhnlicher Effekt auf (Vergl. Abbildung
55). Es kam auch hier zum Absinken der Calcein-Fluoreszenz und nicht wie zu erwarten zu
einem Anstieg. Erst nach Erreichen der maximalen Aktivierung kommt es z.B. bei Gii 658
wieder zum Anstieg der Fluoreszenz. Ein Grund hierfiir kann sein, dass die Gii-Verbindungen
Aktivatoren fiir MRP2 sind und erst bei sehr hohen Konzentrationen inhibitorische Eigen-
schaften besitzen. Es wurden nur einige wenige Gu-Verbindungen genauer auf ihren
aktivatorischen Effekt gegentiber MRP2 untersucht, da es Ziel dieser Arbeit war Inhibitoren fiir

MRP2 zu identifizieren. Die Ergebnisse sind in Tabelle 41 zusammengestellt.
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Abbildung 55: Dosis-Wirkungskurve von Gii 658 im Calcein-AM-Assay fiir MRP2. Gii 658 zeigt eine
ahnliche Aktivierungskurve wie E,17G. Bei hohen Konzentrationen kommt es wieder zur Inhibition. Abge-
bildet ist ein typisches Experiment einer Doppelbestimmung aus einer Serie von n > 3 Experimenten. Ab
einer Konzentration von 100 pmol/l beginnt Gii 658 den Transport zu inhibieren.
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Tabelle 41: Aktivititsdaten fiir alle an MRP2 getesteten Gii-Verbindungen.

ECso [pmol/1]
Bezeichnung Hill-Koeffizient
PECso

658 4,127 % 2,405 -1
5,436 £ 0,236

686 2,561 £ 0,839 -1
5,608 = 0,012

1524 3,837 £ 1,210 -1
5,432 £ 0,140

1525 26,69 = 5,98 -1
4,581 + 0,093

1527 6,155 * 0,162 -1
5,211 + 0,011

1541 41,09 = 27,02 -1
4,460 = 0,325

1545 2,858 + 1,865 -1
5,596 + 0,307

Eine Korrelation zwischen der MRP1-Inhibition und der MRP2-Aktivierung konnte nicht
gefunden werden (Vergl. Abbildung 56). Da es sich bei der Aktivierung um eine allosterische
Wechselwirkung handelt und diese sich ganz anders duflert, als eine Inhibition, konnte dies
erwarten werden. Das Fehlen einer Korrelation der Daten demonstriert aber auch, dass MRP1
und MRP2 nicht vollstandig identisch sind und es auch zu unterschiedlichen Interaktionen und
Auspragungen der Effekte (einmal Inhibition (MRP1) und einmal Aktivierung (MRP2))

kommen kann.
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Abbildung 56: Darstellung der Aktivitidtsdaten der Gii-Verbindungen aus der MRP1- mit den Daten aus der
MRP2-Testung.

Beim Vergleich der ECs-Werte fiir die einzelnen Substanzen ist zu erkennen, dass die
Ergebnisse im Groflen und Ganzen sehr dicht bei einander liegen. Lediglich Gii 1525 und
Gii 1541 haben deutlich schlechtere EC5,-Werte als die anderen Verbindungen. Im Falle von
Gii 1541 konnte dies am Austausch des Schwefels im Thioharnstoff gegen eine Sauerstoff-
funktion liegen. Schon im MRP1-Assay fiihrte dies in der Regel zu einer Verschlechterung der
Aktivitat. Einen Grund fiir die schlechte Aktivitat fiir Gii 1525 kann an dieser Stelle allerdings
nicht gegeben werden. Wie schon in der Einleitung erwéhnt, ist im Fall von MRP2 haufig vom
verwendeten Assay abhingig, ob bestimmte Modulatoren als Aktivatoren oder als Inhibitoren
fungieren [71]. Wahrscheinlich wiirden die hier diskutierten Gii-Verbindungen in einem E,;17G
basierten Assay, wie z.B. von Pederson et al. [147] verwendet, als Inhibitoren fungieren. Dies

miisste aber in weiteren Versuchen belegt werden.

4.7 Gii-Verbindungen vom p-Aminobenzoesaure-Typ

4.7.1 Allgemeiner Aufbau der Modulatoren

Alle aktiven Modulatoren vom p-Aminobenzoesdure-Typ besitzen eine p-Aminobenzoesdure-
Partialstruktur, deren Amino-Funktion substituiert wurde. Neben ringoffenen Thioharnstoffen
existieren auch die entsprechenden zyklischen Systeme, die wiederum differenziert substituiert

wurden. In Tabelle 42 sind alle getesteten Modulatoren aufgelistet.
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Tabelle 42: Strukturformeln aller aktiven und inaktiven Substanzen vom p-Aminobenzoesiuretyp.

ICs0 [pmol/I] Hill-
Bezeichnung Strukturformel Protein
pICso Koeffizient
Gii 1672 \ MRP1 > 200 -
S o}
| Y/ < 3,7
o}
NH
S§(
NH MRP2 > 200 -
< 3,7
HOOC
Gii 1673 ( MRP1 83,52 + 8,71 1
S 0] 4,080 + 0,045
/
o) MRP2 > 200 -
NH
St(
NH
Q < 3,7
HOOC
Gii 77 S MRP1 20,38 £ 3,61 | 2,781 + 0,668
S NH
| )—NH 4,695 + 0,078
o MRP2 > 200 -
0 COOH
) <37
Gii 1677 /©/COOH MRP1 k. E. -
X
N s MRP2 k. E. -
H
Gii 1675 | S 0 MRP1 > 200 -
74
S <37
N=<
NH MRP2 > 200 -
< 3,7
HOOC
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ICs¢ [pmol/1] Hill-
Bezeichnung Strukturformel Protein
PICso Koeffizient
Gii 83 COOH MRP1 1,211 £ 0,288 1
| S/‘ N Q 5,925 £ 0,106
\>\
S NH MRP2 21,53 + 5,87 2,185 + 0,362
© 4,678 £ 0,122
Gu 1676 MRP1 > 200 -
j’\ <37

N NH

MRP2 > 200 -
< 3,7
COOH
Gii 108 S o) MRP1 k. E. -
| )N

D—NH
a MRP2 k E. .
Gl 68 S MRP1 k. E. -

| )N
\>\NH2
S

0 MRP2 k. E. -

k. E. = kein Effekt

4.7.2  Struktur-Wirkungsbeziehungen fiir MRP1 und MRP2

Gii 83 ist der einzige Inhibitor aus dieser Reihe, der zu einer Vollinhibition von MRP1 und

MRP?2 fithrte (Abbildung 57). An MRP1 konnten des Weiteren Gii 77 und Gii 1673 den Calcein-

AM-Transport vollstandig hemmen, wahrend alle iibrigen Verbindungen dieser Reihe weder an

MRP1 noch an MRP2 eine ausreichend inhibitorische Wirkung zeigten. Gii 77 und Gii 1673

unterscheiden sich hauptséachlich im ankondensierten Ring am Thiophen. Wéhrend Gii 77

einen ankondensierten Cyclohexylring besitzt, verfiigt Gii 1673 iiber einen Benzenring. Des

Weiteren unterscheiden sich die Verbindungen in der Anordnung der Esterfunktion und der
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Thioharnstofffunktion am Thiophenring. Wahrend Gt 1673 in o-Stellung zum Schwefel im
Thiophenring die Esterfunktion und in [3-Position die Thioharnstofffunktion aufweist, ist es bei
Gi 77 umgekehrt. Generell lassen sich alle Gii-Verbindungen vom p-Aminobenzoesdure-Typ
mit Thiophenstruktur nochmals in der Anordnung der Substituenten unterscheiden, wobei die
Verbindungen mit einer Esterfunktion in [(-Position die inibitorisch aktivsten Modulatoren
darstellten (Gii 77, Gii 83). Der ringgebundene Schwefel konnte somit einen wichtigen Inter-
aktionspunkt (H-Akzeptor) darstellen. Jedoch zeigten die Verbindungen Gii 676 und Gii 647 aus
Kapitel 4.6.2, dass die Orientierung des Thiophenrings wahrscheinlich eine untergeordnete
Rolle fiir die Aktivitat spielt, sodass die verschiedenen Thiophenverbindungen trotz des unter-
schiedlichen Substitutionsmusters als gleichwertig diskutiert werden sollen. Was weiterhin fiir
diese These spricht, ist, dass Gii 1673 trotz der anderen Substitution trotzdem eine Aktivitat an

MRP1 zeigt.

1000+
[
m 800, E e o ?
= |
2 6001 o MDCKII MRP2
S 40| " MDCKII
(7))
[0}
T 200
—
0+— T T T T 1
o0 6 5 4 3 2

log [GU 83], M

Abbildung 57: Beispiel einer Dosis-Wirkungskurve von Gii 83 an MRP2. Dargestellt ist ein reprasentatives
Experiment als Doppelbestimmung aus einer Serie von n > 3 unabhingigen Experimenten.

Gii 77 ist etwa viermal starker inhibitorisch wirksam als Gii 1673, was auf eine Bevorzugung
eines volumindseren Restes an dieser Stelle schlieffen lasst. Gii 83 dagegen stellt ein zyklisiertes
Derivat von Gii 77 dar wobei durch den Ringschluss die Aktivitdt von ICsy=20,4 umol/l auf
1,21 pmol/l an MRP1, um einen Faktor von ungefédhr 20 erhéht werden konnte. Dies deutet auf
eine Bevorzugung der ringgeschlossenen Derivate hin. Wird der Unterschied der Inhibition an
MRP1 und MRP2 von Gii 83 betrachtet, so zeigt sich eine ca. 20-fache Verschlechterung der
Aktivitat an MRP2. Wird dieser Unterschied auf die beiden an MRP1 aktiven Substanzen Gii 77

und Gii 1673 Ubertagen, so erkldrt dies, warum beide Verbindungen an MRP2 keine Voll-
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inhibition im Rahmen der 16slichen und untoxischen Konzentrationen herbeifithren konnten.
Gii 1675 und Gii 1672 stellen Ring-Deletionen von entweder Gii 83 oder Gii 77 dar. Beide
waren im gemessenen Konzentrationsbereich inaktiv, sowohl an MRP1 als auch an MRP2, was
auf einen wichtigen Interaktionspunkt des lipophilen Restes am Thiophenring mit den Trans-
portern schlieffen lasst. Auch die Sdurefunktion scheint eine wichtige Rolle fiir die inhibi-
torische Aktivitat der Substanzen zu spielen. Fehlt diese, wie z.B. in Gii 68 und Gii 108, so geht
trotz des Vorhandenseins der Grundstruktur von Gii 83 eine Inhibition des Calcein-AM-
Transportes verloren. Ein Austausch des Thiophenringes durch einen Benzenring (Gii 1676 und
Gii 1675) fithrt zu keiner Verbesserung der Aktivitat, da beide Substanzen keinen Effekt an
MRP1 und MRP2 zeigten. Ahnliches gilt fir eine Anderung des Ringschlusses und einer damit
verbunden verdnderten Ausrichtung der Saurefunktion; wie in Gii 1677. Auch hier konnte
keine Aktivitat gezeigt werden. Einige der vorgestellten Verbindungen wurden auch auf ihre
modulatorischen Eigenschaften gegeniiber P-gp getestet, darunter Gii 83, Gii 77, Gi 68 und
Gii 108. Das Ergebnis der Testung ist in Abbildung 58 dargestellt. Das kleinste Derivat (Gii 68)
zeigt die starkste inhibitorische Wirksamkeit an P-gp wiahrend alle anderen getesteten Sub-
stanzen (Gu 83, G 77 und Gii 108) keine Inhibition zeigten. Ein Grund hierfir konnte sein,
dass Gii 68 die einzige Substanz darstellt, die keine Carbonsdurefunktion und damit keine
negative Ladung bei physiologischem pH-Wert enthalt. P-gp ist im Gegensatz zu den MRPs in

der Regel nicht in der Lage Anionen zu transportieren [117, 148].
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Abbildung 58: Aktivititsdaten ausgewéhlter Vertreter der p-Aminobenzoesiure-Derivate und ihre inhibi-
torische Wirkung an P-gp im Vergleich zu Verapamil. Abgebildet sind Mittelwerte und Standardabwei-
chungen von 2 unterschiedlichen Versuchen jeweils als Doppelbestimmung.
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4.8 Allgemeine Diskussion der Ergebnisse der MRP-Inhibitoren

Die besten Modulatoren (Gii 83, Gi 658 und LM 20.5) aus den untersuchten Substanzklassen
sind zumindest im Calcein-AM-Assay fir MRP1 und MRP2 alle besser als die Standard-
inhibitoren Indometacin, Verapamil und Cyclosporin A. Im Gegensatz zu den LM-
Verbindungen besitzen weder Gii 83 noch Gii 658 eine inhibitorische Wirkung an P-gp, sodass
sie als selektive MRP-Inhibitoren bezeichnen werden konnen. Im Gegenzug kénnte LM 20.5
~multispezifisch® genannt werden, da es alle drei getesteten Transportproteine im unteren bis
mittleren mikromolaren Bereich hemmt. Die Gii-Verbindungen sind ungefahr viermal starker
wirksam an MRP1 als LM 20.5. Dafiir besitzt LM 20.5 eine ungefahr dreimal bessere inhibi-
torische Aktivitat fiir MRP2 als Gii 83. Im Vergleich zu literaturbekannten Inhibitoren sind
besonders die Aktivitatsdaten der besten Gii-Verbindungen mit denen der besten Substanzen
aus vielen MRP1 Publikationen vergleichbar. Beispiele fiir im Text erwéahnte Strukturen sind in
Abbildung 59, Abbildung 60, Abbildung 61 und Abbildung 62 dargestellt. Darunter z.B. Flavo-
noide wie das Dehydrosilybin, das eine ICs, von 1,1 umol/l besitzt [149], oder das Raloxifen-
Derivat LY329146, das die LTC, Aufnahme in MRP1 Membranvesikel mit einer ICs, von
0,8 pmol/l verhindern konnte [150, 151]. Die Raloxifen-Derivate sind die Substanzen, die der
Substanz Gii 658 aufgrund der ebenfalls vorhandenen Benzothiophenstruktur am &hnlichsten
sind. Diese Verbindungen gelten als Analoge zu Estradiol, das Raloxifen-Analogon LY329156
gilt aufgrund seiner partiell negativ geladenen Methylsulphonylgruppe, die mit dem Glukuro-
nid tiberlagerbar sein soll, sogar als Analoges zu (3-Estradiol-17-(3-D-Glukuronid) [150].

Dies konnte auch erklaren, warum Gii 658 und dessen Analoga an MRP2 eine &hnliche
Modulation in Form einer Aktivierung zeigen wie E;17G (siehe auch Kapitel 4.11.3).

Weitere Verbindungen, die spezifisch fir MRP1 entwickelt wurden, waren trizyklischen
Isoxazole, die ebenfalls von der Firma Eli Lilly entwickelt und getestet wurden [152]. Auch die
Wirksamkeit der besten Substanz dieser Gruppe (LY402913) liegt bei einer ICs, von 0,9 pmol/l
in einem LTC,-Uptake Assay, was in der Groflenordnung von Gii 83 und Gii 658 liegt.
LY402913 wurde zusétzlich auf seine inhibitorischen Eigenschaften gegeniiber P-gp untersucht.
Es wurde gezeigt, dass sie 22-mal selektiver gegeniiber MRP1 ist [152]. Fiir Gii 83 und Gii 658

hingegen konnte keine P-gp-Aktivitdt nachgewiesen werden.
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Abbildung 59: Strukturformeln bekannter MRP1 Inhibitoren.

Im Jahr 2005 wurde von der Zhou et al. ein Artikel iiber die Synthese und Testung einer Reihe
von 4-Aryl-1,4-dihydropyridinen publiziert. Da diese nur an MRP1 untersucht wurden, kdnnen
nicht direkt Aussagen iiber ihre Selektivitit gemacht werden [153]. Jedoch ist eine P-gp
modulatorische Wirkung fiir andere Dihydropyridine bekannt [154]. Die Inhibition wurde iiber
Einpunkt-Fluoreszenzmessungen im Daunorubicin-Uptake-Assay gemessen, wobei MK571 als
Positiv-Kontrolle diente. Alle Verbindungen zeigten dort eine deutlich schlechtere Aktivitat als
der Standard. Da die besten, der hier getesteten Inhibitoren, eine deutlich hohere inhibitorische
Wirkung als MK571 zeigten, ist davon auszugehen, dass LM 20.5, G 83 und Gii 658 bessere
Modulatoren an MRP1 darstellen als die Dihydropyridine. Eine weitere MRP1-Inhibitor Sub-
stanzklasse sind die Dibenzocyclooctadien-Ligane, Naturstoffe aus Schisandra chinensis [155].
Sie wirken sowohl an P-gp als auch MRP1 inhibierend. An MRP1 konnte jedoch keiner diese
Naturstoffe eine Vollinhibition bei einer Konzentration von 25 pmol/l an HL60/ADR Zellen in
einem Daunorubicin-Influx-Assay herbeifiihren.

Als hochselektive Verbindungen wurden 2004 die Pyrrolopyrimidine (z.B. XR12890) vorgestellt
[156, 157]. Die besten Verbindungen aus diesen Serien waren mit ICs;-Werten im 2stelligen
nanomolaren Bereich und keiner Aktivitat an P-gp bis 50 pmol/l deutlich besser wirksam als
die hier entwickelten. Gemessen wurden die Aktivitdten in einem Uptake-Assay mit radioaktiv

markierten Daunomycin.
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Abbildung 60: Strukturformel eines selektiven MRP1 Inhibitors.

Als Dual-Inhibitoren fiir MRP1 und P-gp wurden die Chinazoline postuliert, die in etwa gleich
hohe Aktivititen an MRP1 und P-gp zeigten. Eine der besten Substanzen, Compound 18, hatte
je nach Assay einen ICs von ca. 1 pmol/l (Daunomycin-Akkumulations-Assay) bzw. eine ECs,
von ca. 3 pmol/l (Potentiations-Assay gegen Daunorubicin) an beiden Transportern [122]. Sie
bewegt sich ungefahr auf einem Niveau mit LM 20.5, das an MRP1 eine ICs, von ungefahr
3,7 pmol/l und an P-gp von ca. 1,8 pmol/l besitzt.

Ein Nachteil der bisher beschriebenen Verbindungen ist ihre schlechte Wasserloslichkeit. Auf
der Suche nach besser wasserloslichen Substanzen wurden die Piperidylfluorendione entwi-
ckelt. Zur Erhéhung der Hydrophile enthalten sie sehr viele Stickstoffe. Auch sie besitzen eine
etwa gleichausgepriagte P-gp und MRP1 inhibierende Wirkung [158]. Die beste Substanz dieser
Klasse (HC-bis[BOC-Glu(OBzl)]) liegt mit einer ICsy von 1,2 umol/l an MRP1 und 1-2 pmol/l an
P-gp (beides Calcein-AM-Uptake-Assays) etwa auf dem gleichen Niveau wie Gii 658 und
Gt 83. Im Vergleich zu LM 20.5 ist sie etwas potenter.

Eine weitere Verbindung, die als multispezifisch bezeichnet werden kann, ist VX-710. Sie war
eine der ersten Substanzen, die als Dualinhibitor fiir MRP1 und P-gp Eingang in die klinische
Prifung gefunden hat [79]. Dabei zeigt VX-710 nicht nur eine inhibitorische Aktivitit an den
beiden zuvor genannten ABC-Transportern, sondern zusitzlich auch an ABCG2 [159-161].
Eine ECs, (Potentiations-Assay gegen Daunorubicin) konnte allerding nur fiir MRP1 und P-gp
gefunden werden. Der Wert lag fiir beide Transporter bei etwa 5 pmol/l [122] und ist damit
etwas schlechter als LM 20.5, Gl 658 und Gii 83. Wobei darauf hingewiesen werden muss, dass
ein Potentiations-Assay nicht gut vergleichbar ist mit einem Uptake-Assay, da ersterer immer

noch von der eingesetzten Zytostatika-Konzentration abhangig ist.
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Abbildung 61: Strukturformeln einiger Dual-Inhibitoren fiir MRP1 und P-gp.

Ein weiterer multispezifischer Inhibitor, welcher es in die klinische Testung geschafft hat, ist
das Chinolin-Derivat MS-209 [80]. In einer Spannweite von 1-10 pmol/l ist es in der Lage die
Resistenz in Multidrug resistenten P388/VCR Zellen aufzuheben (Akkumulations-Assay mit
radioaktiven Doxorubicin) [162]. Da keine ICsy oder ECso-Werte fur einen einzelnen Trans-
porter angegeben sind, ist ein Vergleich zu den hier entwickelten Modulatoren schwierig.
Strukturell abgeleitet wurden die Verbindungen von Chinin und MK571, die bekannte MRP1
Inhibitoren darstellen [163].

Ob irgendwann eine der hier entwickelten Modulatoren oder Weiterentwicklungen davon in
die in vivo Testung kommen, hdngt noch von weiteren Tests z.B. ihrer Toxizitdt und ihrer
Interaktion mit Stoffwechselenzymen wie z.B. Cytochrom P450 ab.

Interessanterweise ist keine (mit Ausnahme einiger Flavonoide [164, 165]) der oben erw&hnten
Substanzen auf ihre MRP2 inhibierenden bzw. modulatorischen Eigenschaften hin untersucht
worden, obwohl auch fiir MRP2 eine Relevanz in der Krebstherapie [106, 166] nachgewiesen
werden konnte. Es gibt nur wenige Veroffentlichungen, die sich mit einem Vergleich von
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MRP1 und MRP2 beschéftigen. Darunter eine Veréffentlichung iiber Flavonoide aus dem Jahr
2005 [164]. 25 Flavonoide wurden untersucht, wobei das beste an MRP1 getestete Flavonoid
(Diosmentin) eine ICso von 2,7 umol/l in einem Calcein-Efflux-Assay zeigte, aber in einer
Konzentration von 25 pmol/l nur eine 84 prozentige Inhibition herbeifiihrte. Daraus lasst sich
schliefen, dass es sich bei Diosmentin evtl. nur um einen Partialinhibitor handelt. An MRP2
zeigte Diosmentin nur eine geringe Hemmwirkung; bei einer Konzentration von 25 pmol/l
konnte gerade einmal eine 17 prozentige Inhibition hervorgerufen werden. Das beste Flavonoid
an MRP2 war mit einer ICs, von ungeféhr 15 pmol/l das Robenitin, eines von zwei Flavonoiden
die eine ICs, unter 50 pumol/l besaflen. Im Vergleich zu LM 20.5 schneiden die Flavonide also

deutlich schlechter ab.
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Abbildung 62: Strukturformeln bekannter MRP2 Inhibitoren.

Weitere Inhibitoren fiir MRP2 stellen die Statine dar. Sie wurden an P-gp und MRP2 untersucht
[148]. Auftillig war, dass die freien Sduren der untersuchten Statine (Pravastatin, Atorvastatin,
Lovastatin und Simvastatin) im Gegensatz zu den entsprechenden Lactonen keinen inhibi-
torischen Effekt zeigten. Die beste Substanz, das Atorvastatinlacton, zeigte einen ICs,-Wert
von ca. 15 pmol/l in einem Calcein-Efflux-Assay. Auch hier zeigt LM 20.5 ein hoheres Poten-
tial. Weitere Substrate von MRP2 fiir die keine 1C5o-Werte gefunden werden konnten, sind die
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HIV-Protease-Inhibitoren, die sowohl von MRP1, MRP2 als auch P-gp transportiert werden
[167, 168] und die schon vorher erwdhnten Biphenyl-substituierten-Heterocyclen [131].

In der Literatur gibt es besonders fiir MRP1 einige bekannte Modulatoren und Inhibitoren,
wiahrend es fir MRP2 nur wenige gibt. An MRP2 stellt LM 20.5 einen der zurzeit besten
bekannten Modulatoren dar. Gii 83 ist eine ganz neue Verbindungsklasse fiir MRP1 und MRP2
Modulatoren. Gii 658 ist wahrscheinlich mit Raloxifen strukturverwandt. Nichtsdestotrotz stel-
len beide Gii-Verbindungen selektive Inhibitoren fiir MRPs dar, da sie insbesondere an P-gp
keine modulatorischen Eigenschaften aufweisen. Mit den LM-Verbindungen konnte eine neue
Klasse unspezifischer Modulatoren entwickelt werden, an denen der besonders hohe Ver-
wandtschaftsgrad zwischen MRP1 und MRP2 und eine entferntere Verwandtschaft zu P-gp
demonstriert werden konnte.

Fiir alle hier neu vorgestellten Inhibitoren waren weiterfithrende Untersuchungen an anderen
MRPs, wie MRP3 und MRP6, sowie ABCG2 interessant, um ihre Selektivitiat weiter zu untersu-

chen.

4.9 Glutathion

49.1 Halbquantitative Bestimmung des intrazelluliren Glutathions

Glutathion ist ein Tripeptid, das in der Zelle an vielen unterschiedlichen Prozessen beteiligt ist,
unter anderem an Prozessen, die der Detoxifikation dienen, aber auch in der Stressantwort soll
es eine Rolle spielen. Es soll in der Lage sein, mit einer Vielzahl von Molekiilen und Metall-
ionen Verbindungen einzugehen. Diese sogenannten Konjugate konnen dann iiber einen
Transporter zum Beispiel MRP1 oder MRP2 hinaus transportiert werden [169, 170]. Um diesen
Effekt genau zu untersuchen ist es notig, die intrazelluldire GSH-Konzentration zu kennen. Im
Folgenden soll eine relativ einfache halbquantitative Methode der intrazelluliren GSH-

Bestimmung vorgestellt werden.

Tabelle 43: Mittelwert, Standardabweichung und relativer Fehler aller Qualitdtskontrollen.

Qualitatskontrolle Mittelwert Standardabweichung. Rel. Fehler
[pmol/1] [pmol/1] [pmol/1] [%]
0,5 0,45 0,02 10,90
30 32,06 0,33 6,87
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GSH ist in der Lage mit Naphthalendialdehyd ein fluoreszierendes Isoindoladdukt zu bilden,
dessen Fluoreszenzintensitat proportional zur GSH-Konzentration ist. In Abbildung 63 sind
Floreszenz-Zeit-Diagramme von verschiedenen GSH-Konzentrationen in An- und Abwesen-
heit von DTT exemplarisch dargestellt. Auffallig ist, dass die Reaktion ohne DTT deutlich
rascher ablauft und die Sattigungskurven schneller ein Plateau erreichen. Eine mogliche
Ursache hierfiir konnte sein, dass das DTT ebenfalls mit NDA reagiert und/oder DTT die
Reaktion zum Isoindoladdukt umkehren kann. Um Richtigkeit und Prazision der Umsetzung zu
quantifizieren wurden Qualitatskontrollen hergestellt, deren Ergebnisse in Tabelle 43
zusammengefasst sind. Die niedrigste Probe wich dabei nicht mehr als 15 % von dem
Nominalwert ab und die oberste blieb mit einer relativen Abweichung von 6,87 % unter 10 %
Abweichung, sodass davon ausgegangen werden kann, dass Prazision und Richtigkeit gegeben

warern.
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Abbildung 63: Fluoreszenz-Zeit-Diagramme des fluoreszierenden Isoindoladduktes aus GSH und NDA bei
verschiedenen GSH Konzentrationen. Links ohne Zusatz von DTT, rechts mit DTT eines typischen Experi-
ments als Doppelbestimmung.

Beim Auftragen der maximalen Fluoreszenzwerte der Plateaus gegen die GSH-Konzentration
zeigten sich, sowohl fiir die Kurven mit als auch ohne DTT, Geraden (Abbildung 64), sodass
demonstriert werden konnte, dass ein linearer Zusammenhang zwischen GSH-Konzentration
und der Fluoreszenz besteht. In Abbildung 64 sind exemplarisch jeweils eine Kalibriergerade
mit und ohne Zusatz von DTT dargestellt. Mit einem Bestimmtheitsmaf3 (R®) von 0,998 (ohne
DTT) und 0,990 (mit DTT) sind beide Geraden als Kalibriergeraden geeignet.
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Abbildung 64: Kalibriergeraden zur intrazellulairen GSH-Bestimmung eines typischen Experiments als
Doppelbestimmung. Bestimmtheitsmaf} R’ fiir die Gerade ohne DTT betrug 0,998 und fiir die Gerade mit
DTT 0,990.

In Abbildung 65 sind beispielhaft jeweils eine Kurve mit Standardfehler fiir eine intrazellulare
Bestimmung in MDCKII MRP2 Zellen mit und ohne DTT dargestellt. Es zeigte sich, dass der
Kurvenverlauf nicht so gleichmaflig ist wie bei der Bestimmung von reinem GSH. Dennoch
erreichen die Kurven ein Plateau, das zur Auswertung herangezogen werden konnte.
Besonders deutlich ausgepragt ist dieser Effekt bei Zusatz von DTT. Eine mdgliche Ursache
hierfiir ist, dass das NDA noch mit anderen reaktiven Gruppen anderer l6slicher Proteine rea-
gieren und es so zu Reaktionsbehinderungen kommen kann. Durch DTT werden noch mehr
reaktive Thiolgruppen freigesetzt, sodass grofiere Stérungen auftreten konnen. Interessanter-
weise scheinen die meisten jedoch keine bei 595 nm anregbaren Produkte zu erzeugen, da es
bei Blockierung der Glutathion-Synthese mittels Buthionsulfoxim nur zu minimaler Fluores-
zenz kam (Vergl. Kapitel 4.10.3 und Abbildung 80). Eine weitere Bestatigung, dass NDA sehr
spezifisch mit Glutathion reagiert, findet sich bei Orwar et al., die fluoreszenzmikroskopisch
die Glutathionsyntheseorte, die sie mittels NDA anfarbten, untersuchen konnten [108].

Werden die aus den Fluoreszenzmaxima ermittelten intrazellularen Glutathionkonzentrationen
gemittelt und die Ergebnisse der einzelnen Zelllinien gegeniiber gestellt, so ergeben sich die in
Abbildung 66 und Abbildung 67 dargestellten Verteilungen. Mit durchschnittlich
8,77 £ 1,31 nmol GSH pro 1 Millionen Zellen enthielten die MDCKII Wildtypzellen am meisten
Glutathion, gefolgt von den MDCKII MRP2 Zellen mit 5,98 + 1,86 nmol GSH pro 1 Millionen
Zellen und den MDCKII MRP1 Zellen, die mit 0,75 + 0,60 nmol GSH pro 1 Millionen Zellen am

wenigsten Glutathion enthielten. Aus diesen Ergebnissen léasst sich schlielen, dass die MRP-
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Transporter in der Lage sind GSH zu transportieren und zum anderen, dass MRP1 GSH

effektiver effluxieren kann als MRP2.
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Abbildung 65: Beispielkurven fiir eine intrazellulire GSH-Bestimmung in MDCKII MRP2 Zellen mit (=) und
ohne (o) Zusatz von DTT. Dargestellt sind Mittelwert und Standardfehler eines typischen Versuches als
Doppelbestimmung.

Mit DTT-Zusatz ergab sich eine &hnliche Verteilung der Glutathionkonzentrationen, jedoch
waren die Werte deutlich hoher als ohne Zusatz (MDCKII: 19,38 + 5,68, MDCKII MRP2:
20,98 * 4,82 und MDCKII MRP1: 10,52 + 5,62 nmol GSH pro 1 Millionen Zellen). Die Werte
unterschieden sich alle um etwa 10 nmol von den Werten ohne DTT, sodass entweder davon
ausgegangen werden muss, dass in allen Zelllinien die gleiche Menge an oxidiertem Glutathion
enthalten ist oder dass die Unterschiede nur durch einen weniger steilen Verlauf der Kalibrier-
geraden hervorgerufen wurden. Im spateren Verlauf dieser Arbeit wurde auf die Durchfithrung
mit GSSG-Spaltung durch DTT verzichtet und nur noch die intrazelluldire GSH-Menge ohne

Zusatz von DTT bestimmt.

159



4. Ergebnisse und Diskussion

154
c *
2 ' p =0,0269 !
55
G N
0 ©
o o
Q=
2 £
Q e
o
E

Abbildung 66: Ermittelte intrazellulire GSH-Level pro 10° Zellen der entsprechenden MDCKII-Zelllinien
ohne Zusatz von DTT. Abgebildet sind Mittelwerte mit Standardabweichungen von mindestens drei
Experimenten.
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Abbildung 67: Ermittelte intrazellulire GSH-Level pro 10° Zellen der entsprechenden MDCKII-Zelllinien
mit Zusatz von DTT. Abgebildet sind Mittelwerte und Standardabweichungen von mindestens drei
Experimenten.
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Beim Vergleich der erhaltenen Verhiltnisse mit anderen Glutathionbestimmungen aus der
Literatur mit den gleichen Zelllinien fallt auf, dass die Verteilungen durchaus dquivalent sind.
In Abbildung 68 sind beispielhaft die von Wortelboer et al. ermittelten intrazellularen
Glutathionlevel dargestellt [171]. Trotz der unterschiedlichen Einheiten im Vergleich zum hier
verwendeten Assay, kann die gleiche Groflenordnung der Glutathionverteilung beobachten
werden. In den MDCKII Wildtyp-Zellen ist am meisten Glutathion enthalten, wahrend in den
transfizierten Zellen, besonders in den MRP1 Zellen deutlich weniger enthalten ist. Auch die
Arbeitsgruppe um Evers et al. zeigte ein dhnliches Verteilungsverhalten des Glutathions inner-
halb dieser Zelllinien [118]. Beide Gruppen lysierten die Zellen ebenfalls mit Sdure und
titrierten nach Neutralisation das GSH mittels einer von Tietze etablierten Methode, die auf der
Spaltung von Disulfidbriicken in 5,5 -Dithiobis(2-nitrobenzoeséure) und einer damit verbunden

Farbéanderung beruht [172].
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Abbildung 68: Intrazellulire GSH-Level ermittelt von Wortelboer et al. (modifiziert nach [171]).

Zusammengefasst zeigt sich, dass die hier entwickelte Methode zur intrazelluldiren GSH-
Bestimmung vergleichbare Ergebnisse liefert wie literaturbekannte Methoden, die mit den
gleichen Zelllinien gearbeitet haben [118, 171]. Die Methode ist schnell und einfach durchzu-
fithren. Ein Nachteil ist, dass eventuell andere 16sliche Proteine mitbestimmt werden, sodass
nur eine halbquantitative GSH-Bestimmung vorgenommen werden kann. Jedoch zeigen
Versuche mit BSO, das die GSH-Synthese unterdriickt, eine signifikante Absenkung der gemes-

senen Fluoreszenz bis hin zum vollstandigen Verschwinden.
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Innerhalb der Zelllinien hat die MDCKII Wildtyp Zelllinie den héchsten Glutathiongehalt,
wiéhrend in den transfizierten Zelllinien, wahrscheinlich aufgrund ihrer erhohten Fahigkeit

Glutathion zu transportieren, weniger Glutathion enthalten (Abbildung 80).

49.2 Etablierung des Glutathion Efflux-Assays

Im Gegensatz zu der in Kapitel 4.9.1 beschriebenen Methode wurde nicht der Zellinhalt,
sondern der Uberstand nach Inkubation mit Modulatoren auf seinen GSH-Gehalt untersucht.

In der Literatur sind einige Substanzen beschrieben, die einen aktivierenden Einfluss auf die
GSH-Transportrate des MRP1 besitzen, ohne selbst transportiert zu werden. Darunter sind
unter anderem Verapamil [127, 173] und Apigenin, das bisher die starkste GSH-
Effluxaktivierung aufweist [173]. Verapamil wurde zunéchst verwendet, um zu tiberpriifen, ob
mit dem beschrieben Versuchsaufbau (Vergl. Kapitel 1.5.5) ein Effekt messbar ist. Als Vergleich

diente der entsprechende Wildtyp der verwendeten Zelllinie.
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Abbildung 69: Fluoreszenz-Zeit Diagramm der Fluoreszenzzunahme der Derivatisierungsreaktion von NDA
mit heraus transportiertem GSH in 2008 MRP1 Zellen. Dargestellt sind Mittelwert und Standardfehler eines
typischen Experiments als Doppelbestimmung aus einer Serie von n = 3 unabhidngigen Experimenten.

In Abbildung 69 sind die Fluoreszenz-Zeit-Verlaufe eines typischen Experiments dargestellt.
Mit zunehmender Modulatorkonzentration steigt auch das Fluoreszenzmaximum an, was auf
eine Zunahme des Glutathion-Effluxes schlieflen lasst. In Abbildung 70 und Abbildung 71 sind
die zugehorigen Dosis-Wirkungskurven von Verapamil fiir die Zelllinienpaare MDCKII MRP1
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und MDCKII sowie 2008 MRP1 und 2008 dargestellt. Besonders auffallig ist, dass der Kurven-
verlauf zwar sehr &hnlich ist, aber auf unterschiedlichen Niveaus beginnt. Zu erwarten
gewesen wire, dass der Glutathion-Efflux in MRP1 transfizierten Zellen im Vergleich zum
Wildtyp erhoht ist. Dies ist aber nicht der Fall bei der MDCKII MRP1 Zelllinie, da diese bei

einem deutlich niedrigeren Ausgangswert beginnt als der entsprechende Wildtyp.
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Abbildung 70: Dosis-Wirkungskurve des durch Verapamil stimulierten Glutathion-Effluxes in
MDCKII MRP1 und MDCKII Wildtyp Zellen. Dargestellt sind Mittelwert und Standardfehler eines
typischen Experiments als Doppelbestimmung aus einer Serie von n = 3 unabhangigen Experimenten.
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Abbildung 71: Dosis-Wirkungskurve des durch Verapamil stimulierten Glutathion-Effluxes in 2008 MRP1
und 2008 Wildtyp Zellen. Dargestellt sind Mittelwert und Standardfehler eines typischen Experiments als
Doppelbestimmung aus einer Serie von n = 3 unabhéngigen Experimenten.

Mogliche Ursachen hierfiir konnten unter anderem ein im Vergleich zum Wildtyp deutlich

geringerer intrazellularer Gehalt an GSH (siehe auch Kapitel 4.9.1) oder andere regulatorische
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Einfliisse auf das Glutathion sein. Im Gegensatz dazu zeigt die 2008 MRP1 Zelllinie den zu
erwartenden Kurvenverlauf mit einem erhohten Efflux aus der MRP1 transfizierten Zelllinie.
Werden die ICsp-Werte der beiden Dosis-Wirkungskurven verglichen, zeigt sich, dass es hier
kaum einen Unterschied gibt: IC5, (MDCKII MRP1) = 2,76 pmol/l £ 0,82 und ICs, (2008 MRP1) =
2,74 pmol/l + 0,40. Unterschiede gibt es in der Auspragung der durch Verapamil hervor-
gerufenen Efflux-Aktivierung von GSH. Wahrend es in MDCKII MRP1 zu einer Verdoppelung
des Glutathion-Effluxes kommt, erhoht sich die effluxierte GSH-Menge bei 2008 MRP1 nur
ungefahr um das Eineinhalbfache. Nichtsdestotrotz wurden aufgrund der Tatsache, dass alle
vorrangegangenen Versuche mit der 2008 MRP1 Zelllinie durchgefiihrt wurden, auch alle GSH-
Efflux-Experimente mit dieser Zelllinie durchgefiihrt.

Wie oben schon erwahnt ist auch Apigenin, ein Flavonoid, in der Lage den GSH-Efflux zu stei-
gern [173]. Aus diesem Grund wurde auch diese Substanz zur Etablierung des Assays mit her-

angezogen.
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Abbildung 72: Dosis-Wirkungskurve des durch Apigenin stimulierten GSH-Effluxes. Dargestellt sind Mit-
telwert und Standardfehler eines typischen Experiments einer Doppelbestimmung aus einer Serie von n = 3
unabhingigen Experimenten.

In Abbildung 72 ist die Dosis-Wirkungskurve von Apigenin dargestellt. Auch Apigenin zeigt in
MRP1 transfizierten Zellen eine konzentrationsabhidngige Steigerung der Fluoreszenz, die auf
einen erhohten Efflux von Glutathion zuriickzufiihren ist, wahrend im Wildtyp nur ein
geringer Anstieg zu beobachten ist. Dieser geringe Anstieg im Wildtyp ist auch mit Verapamil

in der 2008 Zelllinie zu sehen und deutet wohl auf ein geringes Vorhandensein von MRP1 in
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dieser Zelllinie hin. Schon in Kapitel 4.1 konnten im Westernblot geringe Mengen von MRP1 in
der 2008 Zelllinie nachgewiesen werden.

Die Spanne vom Bottom bis Top ist mit einer Verdopplung etwas hoher als bei Verapamil
(1,5facher Wert). Im Vergleich zur Arbeit von Leslie et al. sind diese Werte um ca. 50 % kleiner.
Fiir Apigenin erhielten die Autoren eine Faktor von 4,3 und fiir Verapamil einen von 3,7 [173].
Griinde hierfiir konnten die unterschiedlichen verwendeten Assays sein. Wahrend in dieser
Versuchsdurchfithrung mit intakten, lebenden Zellen gearbeitet wurde, wurden von Leslie et
al. isolierte inside out Zellmembranen von H69 AR Zellen verwendet. Diese sind fiir eine sehr
hohe Expression des MRP1 bekannt [44]. Des Weiteren setzten sie eine relativ hohe Konzen-
tration von radioaktiv markiertem ["H]GSH (100 pumol/l) ein. Ein zusatzlicher Grund fiir die
Unterschiede in der Vervielfachung der effluxiertem GSH-Menge konnen in der Diffusion der
Modulatoren durch die Zellmembran begriindet sein. Wéahrend sie an inside out Membranen
ungehindert an die intrazellulire Bindungsstelle des Proteins gelangen konnen, ist es bei
intakten Zellen erst nach Passieren der Zellmembran moéglich. Hinweise fiir einen solchen
Zusammenhang geben Studien fiir P-gp, in denen ein Zusammenhang zwischen
Membranpenetration und Wirkung diskutiert wird [134].

Mit der Bestimmung des effluxiertem GSH mittels Fluoreszenzmessung iiber NDA ist ein
einfacher und schneller Weg entwickelt worden, die hinaus transportierte GSH-Menge zu
quantifizieren. Im Gegensatz zu der von Leslie et al. verwendeten Methode muss weder eine
Membranpraparation durchgefithrt noch mit radioaktiven Substanzen gearbeitet werden [173,
174]. Die Nachteile des neuen Assays liegen darin, dass die Glutathionmenge innerhalb der
Zellen nicht variiert werden, die MRP1-Menge nicht vorher quantifiziert und eingestellt
werden kann und die Ausprdgung der heraus transportierten GSH-Menge nicht so hoch ist.
Vorteile sind die schnellere Durchfithrung, die unkomplizierte Vermessung sowie die Ver-
wendung von lebenden Zellen, sodass auch Stoffwechselprodukte (sulfatierte oder

glukuronierte Verbindungen) ohne vorherige Synthese vermessen werden konnen.

49.3 Einfluss ausgewéhlter Modultoren auf den Glutathion-Efflux

Nach der Etablierung des Assays, wurde aus jeder vermessenen neuen Verbindungsklassen
(vergl. Kapitel 4.4, 4.6 und 4.7) ein Vertreter auf seine modulatorischen Eigenschaften beziiglich

des GSH-Effluxes untersucht. Die verwendeten Modulatoren waren Gu 83, Gu 658, LM 20.7
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und zwei Standardinhibitoren, Indometacin und MK571. Da in der oben zitierten Arbeit von
Leslie et al. die maximale Erhohung der GSH-Menge als Faktor zum Vergleich herangezogen
wurde, wird die x-fache Erhohung des effluxierten GSH auch in dieser Arbeit zum Vergleich
der Substanzen herangezogen. In Abbildung 73 sind die maximalen Erhdhungen als Faktor des
GSH-Effluxes dargestellt. Der Konzentrationsbereich der Substanzen lag bei allen Verbin-

dungen zwischen 0,1 und 100 pmol/L.
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Abbildung 73: Erhohung des Glutathion-Effluxes der ausgewé#hlten Modulatoren als Faktor. Nur Verapamil
und Apigenin erhéhen den Glutathion-Efflux signifikant (p < 0,05).

Besonders die kleinen Sauren, wie Indometacin und Gii 658 sind nicht in der Lage den GSH-
Ausstrom zu beeinflussen, wahrend die groferen lipophileren Sauren, wie MK571 und Gii 83
zu einem Anstieg der GSH-Menge fithrten. Jedoch unterschied sich keiner dieser Anstiege
signifikant von Indometacin, das einen Faktor von ungefahr eins besitzt und als Vergleich
diente. Lediglich die bereits bekannten Aktivatoren des GSH-Effluxes, Verapamil und
Apigenin, steigern den Efflux signifikant. Bei vielen Substanzen ist nach Erreichen des
Maximums eine deutliche Abnahme des hinaustransportierten GSH zu vermessen. In
Abbildung 74 ist dies am Beispiel von Gii 83 dargestellt. Dieser Effekt ist auch von anderen
Arbeitsgruppen nachgewiesen worden [173], eine mogliche Ursache konnte ein spéteres
Blockieren der Bindungsstelle durch die Substanz selbst oder durch allosterische Effekte ausge-

16st sein.
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Abbildung 74: Dosis-Wirkungskurve von Gii 83 in einer linearen Auftragungsweise. In dieser wird beson-
ders die spatere Abnahme des Glutathion-Effluxes deutlich. Darstellung eines typischen Experiments als
Doppelbestimmung aus einer Serie von n = 3 unabhingigen Experimenten.

Bis jetzt sind noch keine generellen Struktureigenschaften der Verbindungen bekannt, von
denen aus auf einen erhohten Glutathion-Efflux geschlossen werden kann [173]. Verapamil

und die von Leslie et al. untersuchten Flavonoide weisen kaum gemeinsame Strukturmerkmale

auf (siehe auch Abbildung 75).
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Abbildung 75: Strukturformeln einiger den Glutathion-Efflux steigernder Substanzen.
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Allen gemein ist nur die Tatsache, dass sie nicht aktiv von MRP1 transportiert werden [127,
175]. Im Jahr 2001 veroffentlichten Leslie et al. strukturelle Voraussetzungen fiir die Interaktion
von Flavonoiden mit MRP1 und konnten demonstrieren, dass die Lipophilie eine entscheidende
Rolle spielt [176]. Jedoch zeigten die beiden sehr strukturverwandten Flavonoide Apigenin und
Naringenin, die sich nur in einer Doppelbindung unterscheiden, in einer Veroffentlichung
ebenfalls von Leslie et al. aus dem Jahr 2003 stark unterschiedliche Effekte auf den Glutathion-
Transport [173]. Wéhrend Apigenin diesen um den Faktor vier verstirkte, kam es beim
Naringenin nur zu einer Verdoppelung. Dies weist darauf hin, dass die Lipophilie alleine nicht
ausreicht, um die Steigerung der Transportrate von Glutathion durch einen Modulator zu
beschreiben und es noch weitere, bis jetzt unbekannte Griinde dafiir geben muss.

Da die auf ihre Glutathion-Efflux steigernden Eigenschaften untersuchten Verbindungen in
dieser Arbeit keinen signifikanten Effekte auf die Transportrate des Glutathions demonstrier-
ten, konnten keine neuen Erkenntnisse fiir die strukturellen Voraussetzungen gewonnen

werden.

4.10 MRP2 in der Cisplatinresistenz

Ziel dieser Versuchsreihen war es die durch MRP2 induzierte Cisplatinresistenz in
MDCKII MRP2 Zelllinien zu charakterisieren und einige offene Fragestellungen aus der

Literatur, wie dem Einfluss des Glutathions auf die Cisplatinresistenz, zu untersuchen.

4.10.1 MTT-Assay

Mehrere Arbeitsgruppen beschrieben einen Zusammenhang zwischen der MRP2 Expression
und der Cisplatinresistenz [106, 107, 166, 177]. Um diesen Zusammenhang zu charakterisieren
wurde zundchst mittels MTT-Assay iberprift, ob eine Resistenz von MRP2
tiberexprimierenden Zellen gegeniiber diesem Agens besteht. In Abbildung 76 sind die Dosis-
Wirkungskurven fir MDCKII und fiir die zugehorige, transfizierte Zelllinie MDCKII MRP2
dargestellt.
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Abbildung 76: MTT-Assay von MDCKII MRP2 und MDCKII gegeniiber Cisplatin. Abgebildet sind Mittel-
werte und Standardabweichung von n=3 Experimenten jeweils als Dreifachbestimmung nach Normal-
isierung.

Es ist zu erkennen, dass die Kurve fiir die transfizierte Zelllinie eine leichte Rechtsverschiebung
aufweist. Dies deutet auf eine Resistenz der MRP2-Variante gegeniiber den MDCKII Zellen hin.
Die ICs, fiir den Wildtyp ist 8,866 pmol/l, wéhrend sie fiir die MDCKII MRP2 Zelllinie 14,03

pumol/l betragt. Der Resistenzfaktor Rf wurde mit Gleichung 14 berechnet, und ergab fiir diese

Zellpaarung einen Rf von ungeféhr 1,6.

Gleichung 14

_ ICsq(resistent)

Rf

~ ICso(sensitiv)

4.10.2 Cisplatin-Uptake

Um zu testen, ob und in welchem Ausmaf} dies auf einen reduzierten Cisplatin-Uptake zurtick
zufithren ist, wurde die Platinaufnahme in die Zelle tiber die Zeit gemessen. Die hier vorge-
stellte Methode wurde bereits von Frau Dr. Pieck an der Universitdt Bonn etabliert [178]. Als
fixe Konzentration fiir Cisplatin wurde 100 pmol/l gewéhlt, die zwar sehr hoch ist, aber schon
in anderen Veroffentlichungen verwendet wurde [179].

Die Messung des Platingehalts erfolge mit Hilfe der Atom-Absorptionsspektroskopie. Um
Préazision und Richtigkeit der Messung zu gewahrleisten wurden Qualitatskontrollproben mit
vermessen. Diese durften nicht mehr als 10 % vom nominalen Wert abweichen, im Fall des

kleinsten Wertes nicht mehr als 15 %. Wichen die Werte stiarker ab, wurde der Lauf abge-
169



4. Ergebnisse und Diskussion

brochen und die Messung wiederholt. In Tabelle 44 sind die Ergebnisse aller PQC Proben mit
Standardabweichung angegeben. Kein Wert wich mehr als 10 % vom Nominalwert ab, sodass

die Kriterien fiir Prazision und Richtigkeit erfiillt waren.

Tabelle 44: Mittelwert, Standardabweichung und relativer Fehler aller PQC-Proben.

PQC-Probe [ng/ml]  Mittelwert [ng/ml] StAbw. [ng/ml] Rel. Fehler [%]
10 10,39 0,15 3,90
20 20,96 0,98 4,48
40 42,16 1,08 5,39

In Abbildung 77 ist die Cisplatinaufnahme iiber die Zeit in beiden Zelllinien dargestellt. Je
langer die Inkubationszeit war desto starker stieg auch die intrazelluldre Platin Konzentration
linear an. Die ermittelten Werte fiir den Platingehalt innerhalb der Zelle wurden zusatzlich auf
den ermittelten Gesamtproteingehalt bezogen, um méogliche Schwankungen z.B. durch unvoll-
standiges Ablosen der Zellen zu minimieren. Die Proteinbestimmung erfolgte hierbei nach der

in Kapitel 3.9.2 beschriebenen Methode nach Bradford.
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Abbildung 77: Platinaufnahme der Zelllinien MDCKII MRP2 und MDCKII WT iiber die Zeit. Abgebildet
sind Mittelwerte und Standardabweichung von drei unabhingigen Experimenten.

Auftillig ist, dass in die transfizierte Zelle deutlich weniger Platin aufgenommen wurde als in

die sensitive. Dies lasst auf eine Beteiligung von MRP2 in der Cisplatinresistenz schlief3en.

170



4. Ergebnisse und Diskussion

Wenn nur MRP? fiir die Resistenz gegeniiber Cisplatin in den transfizierten Zellen verantwort-
lich ist, sollte die Aufnahme von Platin in die MDCKII MRP2 Zelle um den gleichen Faktor
niedriger sein wie der Resistenzfaktor.

Werden die Steigungen der beiden Geraden verglichen und ins Verhéltnis zueinander (Steigung
WT 2,676 + 0,160 zu Steigung MRP2 1,611 + 0,064) gesetzt, so wird ein Quotient von 1,661 und
damit den Unterschied zwischen den beiden Geraden erhalten. Dieser Unterschied entspricht
ungefihr dem Resistenzfaktor, der fiir Cisplatin in dieser Zellpaarung ermittelt wurde (vergl.
Kapitel 4.10.1). Dies ist somit ein weiteres Indiz dafiir, dass der hier gemessene Unterschied auf
MRP?2 zuriickzufiithren ist.

Um diese Hypothese weiter zu untersuchen, wurde zusatzlich der Einfluss von Indometacin auf
den Cisplatin-Uptake der beiden Zelllinien untersucht. Indometacin ist ein bekannter Inhibitor
fiir MRP2 und miisste somit in der Lage sein, den durch MRP2 induzierten Unterschied in den
beiden Zelllinien aufzuheben. Indometacin wurde in einer Konzentration von 200 pmol/l
zugesetzt. Diese Konzentration entspricht in etwa der ICs, im zuvor beschriebenen funktionel-
len Assay (Vergl. Kap. 4.3.5) und wurde auch von anderen Arbeitsgruppen zur Inhibition von
MRP2 eingesetzt [117, 180, 181]. In Abbildung 78 ist der Effekt von Indometacin auf die

Cisplatin-Aufnahme im Vergleich zum Versuch ohne Inhibitor dargestellt.
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Abbildung 78: Cisplatinaufnahme iiber die Zeit in An- und Abwesenheit des MRP2 Inhibitors Indometacin.
Abgebildet sind Mittelwert und Standardabweichung von drei unabhingigen Experimenten.
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Es ist ein deutlicher Anstieg der Cisplatinakkumulation in der Zelle besonders bei der
MDCKII MRP2 Zelllinie zu beobachten. In der Wildtypzelllinie ist ebenfalls ein leichter Anstieg
der intrazelluldren Platinkonzentration sichtbar, der aber deutlich geringer ausfillt. Da dieser
Effekt auch im Calcein-AM-Assay vorhanden ist und in einer Nierenzelllinie wie in Kapitel 4.1
schon erwahnt auch natiirlicherweise schon selber MRP2 exprimiert wird [112], ist dies wahr-
scheinlich auf das canine MRP2 zuriickzufithren. In den Abbildung 79 wird gezeigt, dass die
Platinkonzentrationen im Wildtyp mit und ohne Zusatz von Indometacin untereinander nicht
signifikant verschieden sind. Auch im Vergleich zum Gehalt der MDCKII MRP2 mit Indo-
metacin konnte keine signifikante Abweichung beobachtet werden. Indometacin ist also in der
Lage, den durch MRP2 induzierten Unterschied bei einer Konzentration von 200 pmol/l
vollstdndig aufzuheben. Die bendtigte Konzentration an Indometacin ist jedoch so hoch, dass
sie in vivo wahrscheinlich toxische Reaktionen auslosen wiirde und kann daher nicht zur

unterstiitzenden Therapie bei MRP2-induzierter Cisplatinresistenz eingesetzt werden kann.
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Abbildung 79: Platingehalt der Zellen in ng/ml pro mg Gesamtprotein zum Zeitpunkt 120 min. Der t-Test
zeigt keine signifikanten Unterschiede in den Platinkonzentrationen. ns = nicht signifikant.

4.10.3 Cisplatin Uptake in Kombination mit BSO

In einigen Verdffentlichungen wird die Exkretion von Cisplatin iiber eine Kopplung an Gluta-
thion beschrieben. Diese Konjugate konnten dann iiber eine sogenannte GS-X-Pumpe (Gluta-

thion-Konjugat-Pumpe) aus der Zelle hinaus transportiert werden. MRP2 soll eine solche GS-
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X-Pumpe darstellen [177]. Um den Einfluss des Glutathions auf die Exkretion von Cisplatin zu
untersuchen, wurde eine 48stiindige Vorinkubation der Zellen mit 100 pmol/l Buthionsulfoxime
(BSO) durchgefiihrt. BSO ist ein selektiver Blocker der Glutathionsynthese und senkt gleich-
zeitig die Glutathion-S-Transferase Ablesung an der DNA, sowie deren Aktivitit selber und
wird daher eingesetzt, um den Glutathionmangel-Phénotyp zu simulieren [182, 183]. Um die
Glutathion-Level in den Zellen zu senken wurde sich an der Durchfithrung von Fruehauf et al.
orientiert, die 100 umol/l fiir 12 -72 h einsetzten. Nach 24 h konnten sie so die Glutathionlevel
um bis zu 95 % senken [184].

Zunichst wurde tberpriift, ob das BSO in dieser Versuchsanordnung in der Lage ist, die
Glutathionmenge intrazellular so stark zu erniedrigen, dass mit Effekten auf den Cisplatin-
Efflux zu rechnen wére. Dazu wurden die Zellen tiiber 48 h mit BSO inkubiert und nach der in
Kapitel 3.16.4 beschriebenen Vorschrift lysiert und im Anschluss daran der Glutathiongehalt

gemessen. In Abbildung 80 sind die Ergebnisse der intrazelluldren Glutathionbestimmung

dargestellt.
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Abbildung 80: Intrazelluldres Glutathion-Level pro 1 Millionen Zellen vor und nach Inkubation mit
100 pmol/l BSO iiber 48 h. Die Unterschiede in den Glutathionspiegeln sind mit p<0,0001 signifikant unter-
schiedlich in den behandelten und unbehandelten Zellen (n=3).
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Aus dieser Abbildung wird deutlich, dass durch die Zugabe von BSO der intrazelluldre GSH-
Level signifikant gesenkt werden konnte und somit eigentlich ein Effekt durch das Wegfallen
der Konjugatbildung mit Cisplatin beim Uptake erkennbar sein sollte.

Als nachster Schritt wurde nun der Effekt des Glutathionmangels auf den Cisplatin-Uptake
untersucht. Auch hier wurden beide Zelllinien mit 100 umol/l BSO iiber 48 h vorbehandelt. In
Abbildung 81 ist der Effekt des durch BSO ausgelosten Glutathionmangels auf die

Cisplatinaufnahme im Vergleich zu den unbehandelten Zellen dargestellt.
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Abbildung 81: Effekt des BSO induzierten Glutathionmangels auf die Aufnahme von Cisplatin, im Ver-
gleich zu den unbehandelten Zellen. Abgebildet sind Mittelwerte mit Standardabweichung von drei unab-
hingigen Experimenten.

Zu erwarten wire eine Aufhebung der Resistenz &hnlich wie bei den Versuchen mit Indo-
metacin, wenn Cisplatin wirklich als Glutathionkonjugat transportiert wird. Durch das fast
vollstdndige Fehlen des Glutathions in der Zelle konnten auch nur weniger oder keine Konju-
gate gebildet und dem entsprechend auch transportiert werden. In diesen Versuchen ergab die
Auswertung jedoch ein anderes Bild. Sowohl fiir die MRP2 transfizierte Zelllinie als auch fiir
die Wildtyp-Zelllinie konnte keine signifikante Verdnderung in der Cisplatin-Akkumulation
festgestellt werden (vergl. Abbildung 82). Aus diesem Ergebnis kann abgeleitet werden, dass
Glutathion keinen Einfluss auf die Cisplatin-Exkretion zumindest bei Kurzzeit Exposition bis

zwei Stunden besitzt.

174



4. Ergebnisse und Diskussion

500+ ns

? p=0.1790
= 400+
=
Fe)
. 300 ns
£ p=0.9523
s :
S 200
o
& 100
(@)

0- T T

A O v O
@ \l)\x \l~\\ q/x
& SR
\ \ O
QO
N\

Abbildung 82: Platingehalt der Zellen in ng/ml pro mg Gesamtprotein zum Zeitpunkt 120 min. Es gibt kei-
nen signifikanten Unterschied zwischen den unbehandelten und behandelten Zellpaarungen. ns = nicht
signifikant.

Um zeigen zu kénnen, dass Cisplatin ebenfalls keinen Einfluss auf den Efflux von Glutathion
besitzt und damit die Ergebnisse der Experimente mit BSO zu verifizieren, wurden, wie in
Kapitel 3.16.5 beschrieben, Versuche zum Glutathion-Efflux in Kombination mit Cisplatin
durchgefiihrt. In Abbildung 83 ist ein typisches Experiment des Glutathion-Effluxes abgebildet.
Wie erwartet ist der Efflux an Glutathion in der MRP2 transfizierten MDCKII MRP2 Zelllinie
hoher als im Wildtyp, da MRP2 ebenfalls wie MRP1 in der Lage ist Glutathion zu trans-
portieren [89, 185]. Sowohl im Wildtyp als auch in der MRP2 transfizierten Zelllinie kommt es
bei hohen Konzentrationen von Cisplatin zu einer leichten Verringerung des Glutathion-

Effluxes.
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Abbildung 83: Glutathion Efflux in Anwesenheit verschiedener Konzentrationen Cisplatin. Dargestellt sind
Mittelwert und Standardfehler eines typischen Experiments als Doppelbestimmung.

Um herauszufinden, ob diese Reduzierung des Glutathion-Effluxes ein MRP2 induziertes
Phanomen darstellt oder in beiden Zelllinien gleich ausgepragt war, wurden die Ergebnisse in

Prozent ausgehend von der Kontrolle ohne Cisplatin umgerechnet.
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Abbildung 84: Prozentualer Glutathion Efflux aus MDCKII Zelllinien im Prozent von der Kontrolle ohne

Cisplatin. Abgebildet sind Mittelwert und Standardabweichung von mindestens drei unabhéngigen Versu-
chen.

Die Ergebnisse sind in Abbildung 84 graphisch zusammengestellt. Mit steigender
Cisplatinkonzentration nimmt die Streuung deutlich zu, was auf toxische Effekte zuriickzu-

fithren sein konnte. Es gibt aber keinen signifikanten Unterschied im Glutathion-Efflux der
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beiden Zelllinien, sodass daraus geschlossen werden kann, dass MRP2 keinen Einfluss auf den
GSH-Efflux besitzt. Es gibt mehrere Veroffentlichungen, die die Rolle des Glutathions, bei der
Detoxifikation des Cisplatins iiber MRP2 schon in Frage gestellt haben [171, 186].

Diese Ergebnisse lassen darauf schlieflen, dass Glutathion wahrscheinlich nicht am Transport
von Cisplatin beteiligt ist oder zumindest nicht dafiir benétigt wird. Unterstiitzt wird diese
These durch eine neue Untersuchung von Wortelboer et al. mit MRP1 und MRP2 transfizierten
Zellen, die ebenfalls keinen Einfluss von Glutathion auf die MRP2- induzierte Cisplatin-

resistenz feststellen konnten [171].

4.10.4 Zusammenfassung MRP2 in der Cisplatinresistenz

Es konnte gezeigt werden, dass MRP2 eine Rolle in der Cisplatinresistenz spielt, da der
ermittelte Resistenzfaktor aus dem MTT-Assay und der Unterschied in der Steigung der
Geraden aus den Uptake-Versuchen nahezu identisch sind. Durch Modifikation des
Uptakeassays durch Zugabe von Indometacin, konnte belegt werden, dass Indometacin in der
Lage ist die MRP2 induzierte Cisplatinresistenz aufzuheben, wéhrend eine Verminderung des
intrazellularen Glutathions durch BSO keinen Einfluss zeigte.

Die eingesetzte AAS-Methode inklusive Modifikationen ist dazu geeignet MRP2 induzierte
Cisplatinresistenzen zu untersuchen und kann ein Werkzeug sein, neue Inhibitoren zu

charakterisieren.

4.11 Kombinationsassays zur Charakterisierung des Bindungsverhalten an MRP2

Durch die durchgefithrten Kombinationsassays sollen die Interaktionen zwischen den einge-
setzten Verbindungen charakterisiert und damit auch Riickschliisse auf eventuell unter-
schiedliche Bindungsstellen gezogen werden. Aus diesen Griinden wurden Kombinations-
experimente an MRP2 durchgefiihrt.

Grundsatzlich wurde immer eine den Calcein-AM-Austransport aktivierende Substanz (z.B.
E»17G oder eine Gii-Verbindung; vergl. Kapitel 4.6.4) mit einem bekannten oder neuen
Inhibitor (aus dieser Arbeit) kombiniert. Wéhrend Aktivator (A) und Inhibitor (I) in ver-
schiedenen Konzentrationen zugegeben wurden, war die Calcein-AM Konzentration (Substrat

(5)) konstant.
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Tabelle 45: Darstellung der durchgefiihrten Kombinationsassays im Calcein-AM-Assay fiir MRP2

. o Shift der Dosis-
Aktivator Inhibitor .
Wirkungskurve
E,17G Indometacin Nein
E,17G LM 20.7 Ja
E,17G LM 20.8 Ja
Gii 658 LM 20.8 Ja
Gl 658 Indometacin Nein
Gii 658 Gii 83 Nein
Indometacin Gu 83 Nein

Die Ergebnisse lieflen sich grundsitzlich in zwei Kategorien einordnen. Zum Einen gab es
Kurven, bei denen ein Rechtsshift der Kurven zu beobachten war und zum Anderen Kurven
ohne Shift. In Tabelle 45 sind die verwendeten Kombinationen mit Angabe eines evtl. auftre-
tenden Shifts aufgefithrt. Die Verwendung von Indometacin als Aktivator beruht auf Beob-
achtungen in Assays, in denen es zu Beginn der Messung ebenfalls zum Abfall der intrazellula-
ren Fluoreszenz kommt. In Abbildung 85 ist beispielhaft eine vollstindige Kurve von Indo-
metacin aufgetragen. Im Mittel betrug die ECs, fiir die Aktivierung von Indometacin
19,46 + 9,05 pmol/l. In der Literatur ist Indometacin sowohl als Inhibitor [129] als auch als
Aktivator [147] beschrieben.

10
—-= Aktivierungs-Kurve
—. 8- —=— Inhibitions-Kurve
L
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(0]
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-o0 -6 -5 -4 -3

log [Indometacin], M

Abbildung 85: Aktivierungs- und Inhibitionskurve fiir Indometacin im Calcein-AM-Assay fiir MRP2. Abge-
bildet sind Mittelwert und Standardfehler eines typischen Experiments als Doppelbestimmung aus einer
Serie von n > 3 unabhingigen Experimenten. Der Hill-Koeffizient der Aktivatorkurve ist 1, wihrend die
Inhibitorkurve einen Hillkoeffizienten von 2,117 hat.
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Abbildung 86: Typisches Experiment mit als Doppelbestimmung eines Kombinations-Assays mit E,17G und
LM 20.8. Mit zunehmender Aktivator-Konzentration kommt es zur Rechtsverschiebung der Inhibitions-
Kurven.
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Abbildung 87: Typisches Experiment als Doppelbestimmung eines Kombinations-Assays mit E,17G und
Indometacin. Trotz zunehmender Aktivator-Konzentration kommt es zu fast keiner Verschiebung der Inhi-
bitions-Kurven.

In Abbildung 86 sind am Beispiel von E;17G und LM 20.8 ein Beispiel fiir Kurvenverlaufe mit
Rechtsverschiebung und in Abbildung 87 am Beispiel der Kombination von Indometacin mit

E»17G Kurvenverldufe ohne Veranderung abgebildet.
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4.11.1 Dose-Ratio-Auswertung

Die Dose-Ratio-Auswertung DR ist eine Methode, die Allosterie von Bindungsstellen in Bin-
dungsexperimenten zu charakterisieren. Sie setzt die IC5-Werte in Anwesenheit des Allosters

ins Verhéltnis zum ICs5,-Wert ohne Alloster wie in Gleichung 15 dargestellt.

Gleichung 15

ICSO (in Anwesenheit des Allosters)

DR =
ICSO (ohne Alloster)

Durch Auftragen der reziproken DR-Werte gegen die logarithmische Konzentration des
Allosters (in diesem Fall des Aktivators) werden Dosis-Wirkungskurven erhalten. Der aus der
sigmoidal verlaufenden Kurve berechnete pECs-Wert, soll dann der Gleichgewichts-
dissoziationskonstante K, des Allosters entsprechen [187]. In Abbildung 88 sind beispielhaft die
Dose-Ratio-Auswertungen fiir die rechtsverschobenen Kurvenscharen dargestellt. Fiir Kurven-
scharen aus der Kombination von z.B. Indometacin und E,17G ist diese Auswertungsmethode
nicht geeignet, da es dort zu keiner deutlichen Anderung der ICs,-Werte kommt. Abbildung 88
zeigt fiir jede Kombination einen dhnlichen Kurvenverlauf und die gleichen pECs,-Werte wie
fir die entsprechenden Aktivatorkurven alleine (siehe Tabelle 46). Dies zeigt, dass die anteilige
Verschiebung ausgedriickt durch die Dose Ratio auf die Erhéhung der Konzentration des

Aktivators zurtickzufuhren ist.

Tabelle 46: Vergleich der pECs,-Werte aus der Dose-Ratio-Auswertung mit der pECs, des entsprechenden
Aktivators alleine. Die pEC5,-Werte sind nicht signifikant verschieden (p > 0,05).

Kombination PECso Dose-Ratio pECso (Aktivator allein)
E»,17G /LM 20.8 3,953 £ 0,144 3,938 + 0,156 (E»17G)
E»,17G /LM 20.7 3,882 = 0,262 3,938 + 0,156 (E»17G)
Gii 658 / LM 20.8 5,128 £ 0,225 5,436 £ 0,236 (Gii 658)

Dennoch kann aus der DR abgeleitet werden, dass die Rechtsverschiebung der Kurvenscharen
(vergl. Abbildung 86) durch den Aktivator ausgelost ist und dass zur Aufhebung dieses Effektes
eine entsprechende Erhéhung der Konzentration des Inhibitors nétig ist. Dies wiirde eher ei-

nem kompetitiven Verhalten nahe kommen als einer Allosterie. Die Dose-Ratio-Auswertung ist
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4. Ergebnisse und Diskussion

demnach nicht geeignet das Verhalten eines Dreikomponentensystems bestehend aus einem
Inhibitor, Aktivator und einem konstanten Substrat zu charakterisieren.

Da aber eine Art kompetitives Verhalten zwischen Aktivator und Inhibitor festgestellt werden
konnte, wurde zusétzlich versucht eine enzymkinetische Auswertung vorzunehmen, um dieses

Verhalten abzusichern (Kapitel 4.11.3).
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Abbildung 88: Dose-Ratio-Auswertung verschiedener Kombinationsassays durchgefiihrt in MRP2 transfi-
zierten MDCKII-Zellen. Die Dose-Ratio-Kurven entsprechen im Wesentlichen den Aktivator-Kurven des
verwendeten Aktivators. Abgebildet sind jeweils Mittelwert und Standardabweichung von n = 3 unabhén-
gigen Versuchen.
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4.11.2 Aufklarung der Anzahl interagierenden Bindungsstellen im Dixon-Plot

Grundlage dieser Auswertung bildet die Annahme, dass der Transportvorgang eines Transpor-
ters mit einer enzymatischen Reaktion vergleichbar ist [188]. Fiir die im Folgenden angewen-
deten Auswertungsmethoden war es notig die erhaltenen Fluoreszenzwerte F in Geschwindig-
keiten v umzurechnen. Dies erfolgte mittels Gleichung 16 [95]. Top stellt den maximalen Wert

der Fluoreszenz dar.

Gleichung 16

v=Top— F

Beim Auftragen der Dixon-Plots fiir die Inhibitoren gegen die reziproke Geschwindigkeit, in
Abhéngigkeit von der Aktivatorkonzentration, zeigte sich bei allen verwendeten Inhibitoren
ein parabelformiger Kurvenverlauf. Die Auftragung nach Dixon erfolgte nach [189]. Durch
Quadrierung der Inhibitor-Konzentrationen konnten die Parabeln in Geraden iiberfithrt werden
(Abbildung 89). Dies stellt eine gdngige Methode zur Bestimmung adquivalenter Bindungsstel-
len (n) dar [190]. In Abbildung 89 ist dies am Beispiel von LM 20.8 in Kombination mit E;17G
dargestellt, gilt aber analog fiir alle verwendeten Inhibitoren. Hinweise auf die Anzahl mogli-
cher Bindungsstellen gibt der Hill-Koeffizient ny, der das Mafy der Kooperativitat beschreibt
Dieser kann die Anzahl der interagierenden Untereinheiten (n) nicht iiberschreiten. Fir die in
dieser Arbeit verwendeten und im Calcein-AM-Assay fiir MRP2 identifizierten Inhibitoren
liegt der Hill-Koeffizient im Mittel ungefahr bei zwei (vergl. Tabelle 30 und Tabelle 42). Zur
weiteren Absicherung der These von zwei interagierenden Bindungsstellen wurden der Expo-
nent der Inhibitor-Konzentration in den Dixon-Plots daher auf drei erhoht (was dement-
sprechend n=3 entspricht), wodurch Sattigungskurven erhalten wurden. Im Falle eines Expo-

nenten von 1,2 blieben dagegen die Parabeln erhalten (Abbildung 90).
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Abbildung 89: Dixon-Plots von LM 20.8 in Abhéngigkeit von der E,;17G-Konzentration. Oben: normale Auf-
tragungsweise mit parabelférmigen Kurvenverlauf. Unten: Nach Quadrierung der LM 20.8 Konzentration
entstehen Geraden. Abgebildet sind die Mittelwerte eines repriasentativen Experiments als Doppelbestim-
mung aus einer Serie von mindestens drei unabhéngigen Versuchen.
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¢ (Ex17G), umol/I ¢ (Ex17G), pmol/l
0.3+ 0.3+
- 0 -0
- 32 - 32
0.21 . 0.21 - 10
g - 32 & -~ 32
S - 100 3 - 100
T o1 —- 316 T 014 - 316
0.0 x x x ‘ 0.0 . . ‘
0 50000 100000 150000 200000 0 50 100 150
¢ (LM 20.8), umol®/® ¢ (LM 20.8)"2, pmol' /"2

Abbildung 90: Zur Bestitigung das n = 2 wurden noch Dixon-Plots fiir n = 3 (links) und n=1,2 (rechts) er-
stellt. Wihrend fiir n = 3 Sattigungskurven ermittelt wurden, blieb fiir n = 1,2 die Parabel erhalten.

Beim analogen Dixon-Plot fiir den Aktivator wurde ohne Quadrierung die beste Anpassung
der Geraden erhalten (n=1). Jedoch hatten die Geraden eine durch die Aktivierung bedingte,
umgekehrte Ausrichtung. Mit zunehmender Aktivator-Konzentration steigt die Pumpleistung
und damit die maximal Geschwindigkeit v,,,, des MRP2 an. Bei reziproker Auftragungsweise
ergibt sich ein Schnittpunkt im oberen rechten Quadranten des Koordinatensystems
(Abbildung 91). Eine Verbesserung der Anpassung konnte wahrscheinlich mit einem
Exponenten kleiner als eins erzielt werden (ca. zwischen 0,85-0,95). Jedoch wurde zur Verein-
fachung eine ganze Bindungsstelle n=1 angenommen. Ahnliches gilt fiir die Inhibitoren, bei
denen ein Exponent um die 1,8 zur besten Anpassung fiihren wiirde. Fiir die Inhibitoren wurde
n=2 festgelegt.

Alle Aktivatoren besetzen demnach nur eine Bindungsstelle, wahrend es bei den Inhibitoren
immer zwei sind. MRP2 ist aus zwei homologen Transporterhélften aufgebaut, sodass schon
der Aufbau des Transporters die Moglichkeit von zwei unterschiedlich affinen, aber dennoch
sehr dhnlichen Bindungsregionen wahrscheinlich macht (Vergl. Abbildung 5). So konnten z.B.
fiir Indometacin und andere nicht steroidale Antirheumatika in Experimenten zwei Bindungs-

stellen nachgewiesen werden, wobei eine hochaffin und die andere weniger affin war [191].
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Abbildung 91: Dixon-Plot von E,17G in Abhéngigkeit von der LM 20.8 Konzentration. Aufgrund der
aktivierenden Wirkung des E,;17G schneiden sich die Geraden im oberen rechten Quadranten des
Koordinatensystems. Abgebildet ist der Mittelwert eines typischen Experiments als Doppelbestimmung aus
einer Serie von n = 3 Wiederholungen. Oben Anzahl der Bindungsstellen n = 1 unten n = 2. Durch

Quadrierung ergibt sich ein nicht linearer Verlauf.

185



4. Ergebnisse und Diskussion

4.11.3 Enzymkinetischer Auswertungsansatz

Bei diesem Auswertungsansatz sollen tiber die Interaktionen des Aktivators (A) und des Inhi-
bitors (I) und die dadurch entstehenden Fluoreszenz- bzw. Geschwindigkeitsanderungen des
Substrates (S) Riickschliisse auf den Interaktionstyp des Aktivators mit dem Inhibitor gezogen
werden. In Abbildung 92 sind alle moglichen Interaktionen zwischen den einzelnen Kompo-
nenten wiedergegeben. Aus dieser Abbildung wird deutlich, dass bei konstantem S alle Unter-
schiede im Transport, direkt oder indirekt auf die Interaktion zwischen A und I zuritickzufithren
sein miissten. Die Schritte beziehen sich auf die Durchfithrungsschritte des Kombinations-
assays. Da jedoch gezeigt werden konnte, dass zusatzlich noch ein weiteres Molekiil eines
Inhibitors binden kann, ist selbst dieses Modell nicht ausreichend alle Interaktionen widerzu-
spiegeln. Aulerdem ist nicht bekannt, ob und inwieweit tiberhaupt ein zweites Molekiil bindet.
Nach Tyers et al. besteht auch die Moglichkeit, dass ein Substratmolekiil beim Transport mit
mehreren Bindungsstellen nacheinander interagiert und so die Interaktion mit einem zweiten
Substrat nur vorgetauscht wird [192].

Das Modell der kinetischen Kooperativitdt wére eine andere Moglichkeit, die mit dem Phéno-
men eines erhdhten Hill-Koeffizienten in Zusammenhang gebracht werden kann. Bei dieser
Theorie wird von einer aktiven und einer inaktiven Enzymform ausgegangen. Im Grund-
zustand liegt das Enzym inaktiviert vor. Nur durch gelegentliche Spontanumwandlungen
erreicht das Enzym die aktive Form. Das Substrat hat also die Moglichkeit mit zwei Enzym-
formen zu interagieren. Zu Beginn der Messung liegt das Enzym hauptséachlich inaktiviert vor
durch Bindung des Substrates dndert sich die Form zu aktiviert. Bei wenig Substrat kann das
Enzym in den Grundzustand zuriickkehren. Wird die Substratkonzentration erhoht kann der
Grundzustand nicht wieder erreicht werden. Am Ende liegen dann alle Enzyme in der
aktivierten Form mit hochster Effizienz vor [135]. Besonders dieses Modell konnte auch auf die
MRPs zutreffen, da fiir ihren Transportzyklus (siehe Abbildung 5, Kapitel 1.5.1) eine aktive und

inaktive Transporterform angenommen wird.
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Abbildung 92: Alle méglichen Interaktionen zwischen einem Aktivator (A), einem Inhibitor (I) und einem
Substrat (S) mit dem Transporter (E). Schritt 1: Einstellung des Gleichgewichts zwischen E, A und L
Schritt 2: Nach Zugabe von S wird die Transportgeschwindigkeit analog zum eingestellten Gleichgewicht
in Schritt 1 verandert (Schritt 3). Modifiziert nach [193]. Das Modell ist jedoch nicht ausreichend das tat-
sichliche Interaktionsschema widerzuspiegeln.

Als Konsequenz daraus konnte keine mechanistische Auswertung durchgefiihrt werden. Durch
eine phadnomenologische Auswertung iiber die klassischen Inhibitionstypen sollte dennoch
versucht werden Riickschliisse auf das Bindungsverhalten zu ziehen.
Grundsétzlich sind drei Grundtypen des Inhibitionsverhaltens bekannt: kompetitives, nicht-
kompetitives und unkompetitives [193]. Bei der Kompetition konkurriert ein Modulator direkt
mit einem Substrat um dieselbe Bindungsstelle. Bei nichtkompetitivem Verhalten bindet der
Modulator an eine andere, aber mit der des Substrates interagierende Bindungsstelle. Bindet
der Modulator wird die Bindungsstelle des Substrates so verdndert, dass dieses nicht mehr
binden oder transportiert werden kann. Durch Uberschuss kann das Substrat den Modulator
nicht verdrangen. Sonderformen des nichtkompetitiven Interaktiontyps sind die Mischtypen,
bei denen die Kombination aus Substrat und Modulator noch katalytisch aktiv ist, d. h. es zu
keiner vollstandigen Inhibition kommt. Unkompetitive Interaktion bedeutet, dass der Modu-
lator ausschlieBlich an den Enzymsubstrat-Komplex bindet [135]. Unkompetitives Bindungs-
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verhalten ist sehr selten und kommt in dieser Versuchsanordnung wahrscheinlich gar nicht
vor, da beide Effekte auch ohne die Kombination des Aktivators mit dem Inhibitor auftreten.

Die Auswertung erfolgte mittels der in GraphPad Prism” 5.01 implementierten Auswertungs-
software fiir Enzymkinetiken [110]. Dazu wurden die errechneten Geschwindigkeiten (v)
gegen die Aktivator-Konzentrationen (4) in Abhéngigkeit von der Inhibitor-Konzentration
aufgetragen. Die zur Berechnung herangezogenen Gleichungen sind aus der GraphPad Prism”
Dokumentation ~ entnommen  [110]. [I] = Inhibitorkonzentration; K, = Michaelis-
Mentenkonstante ohne Inhibitor; K; = Inhibitor-Konstante; v,,,, = Maximalgeschwindigkeit
ohne Inhibitor; [A] = Aktivatorkonzentration; v = Geschwindigkeit; @ = Faktor, der angibt wie

stark der Inhibitor die Affinitat des Transporters gegeniiber dem Aktivator dndert.

Fiir nichtkompetitiv gilt:

Gleichung 17

vmax

A+

vmax,[l ]

vV="v * Al
-l (K, + 14D

Fiir kompetitiv gilt:
Gleichung 18
K =K,*1+ m)
m,0bs m Ki
A
(Km,Obs + [A])

UV = Unmax

Fiir Mischtyp-Inhibition gilt:

Gleichung 19

]
Vmax,App = Vmax/(1 + m)

a+ih
Km,App = K * W

A+

b= . [4]
maxApp (Km,App + [A])
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Fiir unkompetitiv gilt:

Gleichung 20

_ Vmax
Vmax,App = W

1+ 50K

Kim

Km,App = 1]

L+ gk

— vmax,App * [A]
Km,App + [A]

v
Generell wurden auf die Abszisse immer die Aktivator-Konzentrationen aufgetragen, da
normalerweise bei enzymkinetischen Auswertungen auf der Abszisse das Substrat aufgetragen
wird und zumindest fiir E;17G bekannt ist, dass es ein Substrat fiir MRP2 darstellt [146]. Durch
eine vergleichende Analyse wurde dann das bevorzugte Modell ermittelt. Zur Entscheidung
wurde die gleiche Sonderform des F-Tests angewendet, wie in Kapitel 3.17.2 fiir den Hill-
Koeftizienten beschrieben. In Abbildung 93 und Abbildung 94 oben sind die berechneten
Modelle fiir die nicht quadrierten Inhibitor-Konzentrationen und unten das entsprechende
Modell mit den quadrierten Inhibitor-Konzentrationen dargestellt. Aus den Abbildungen wird
deutlich, dass der Kurvenanpassung mit quadrierter Inhibitor-Konzentration deutlich besser ist.
Die zusammengefasste Giite der Anpassung aller Kurven verbessert sich im Modell von E,17G
und Indometacin von R°=0,880 auf R’=0,971. Im Fall des Modells fiir Gii 658 und LM 20.7 er-
héht sich nicht nur die Giite der Anpassung von R°=0,685 auf R’=0,952, sondern auch der
Interaktionstyp @ndert sich von nichtkompetitiv auf kompetitiv. Bei den nachfolgenden Aus-
wertungen wurde fiir alle eingesetzten Inhibitoren immer der quadrierte Wert eingesetzt, was
grundsatzlich zu besser angepassten Modellen fithrte. Dies verifiziert, das Modell der zwei

Bindungsstellen aus dem Dixon-Plot (Kapitel 4.11.2) nochmals.
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Abbildung 93: Konzentrations-Geschwindigkeits-Diagramm von E,17G in Abhangigkeit von der Indometa-
cin-Konzentration. Oben: mit normalen Indometacin-Konzentrationen. Unten: Mit quadrierten
Konzentrationen. Deutlich zu erkennen ist, dass die Kurvenanpassung unten (R’ = 0,971) deutlich besser ist
als oben (R” = 0,880). Abgebildet ist der Mittelwert eines typischen Experiments aus einer Serie von n > 3
Wiederholungen.

Es konnten nur zwei Interaktionstypen festgestellt werden: Nichtkompetitiv und kompetitiv.
Beispiele fiir den nichtkompetitiven Interaktionstyp sind in Abbildung 93, Abbildung 95 und
Abbildung 97 und Beispiele fiir den kompetitiven Fall sind in Abbildung 94 und Abbildung 96
exemplarisch dargestellt. Eine Auflistung aller Kombinationen mit dem entsprechenden Inter-
aktionsmuster ist in Tabelle 47 gegeben. Auffillig ist, dass die Verbindungen, die in Kombi-
nation mit dem Aktivator eine Rechtsverschiebung der Kurvenverlaufe zeigten, in der enzym-
kinetischen Auswertung ein kompetitives Verhalten demonstrierten und umgekehrt, alle, die

keine Verschiebung der Dosis-Wirkungskurven zeigten, demonstrierten ein nichtkompetitives
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Interaktionsmuster.

Dies

impliziert, dass schon aus den Anderungen der Dosis-

Wirkungskurven Riickschliisse auf das Interaktionsmuster gezogen werden kénnen.
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Abbildung 94: Konzentrations-Geschwindigkeits-Diagramm von Gii 658 in Abhidngigkeit von der LM 20.8-
Konzentration. Oben: Mit ,normalen“ LM 20.8-Konzentrationen. Unten: Mit quadrierten Konzentrationen.
Deutlich zu erkennen ist, dass die Kurvenanpassung unten (R’ = 0,952) deutlich besser ist als oben

(R* = 0,685). Wiihrend oben eine nichtkompetitive Interaktion vorhergesagt wird, zeigt das bessere Modell
(unten) eine kompetitive Interaktion der beiden Substanzen. Abgebildet ist der Mittelwert eines typischen
Experiments aus einer Serie von n > 3 Wiederholungen.
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Abbildung 95: Konzentrations-Geschwindigkeits-Diagramm fiir Indometacin in Abhadngigkeit von der
Gii 83-Konzentration. Es zeigt sich ein typischer nichtkompetitiver Kurvenverlauf (R = 0,954). Abgebildet
ist der Mittelwert eines typischen Experiments aus einer Serie von n > 3 unabhingigen Experimenten.
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Abbildung 96: Konzentrations-Geschwindigkeits-Diagramm fiir E,17G in Abhédngigkeit von den LM 20.8-
Konzentrationen. Gezeigt wird ein typischer kompetitiver Kurvenverlauf (R” = 0,931). Abgebildet ist der
Mittelwert eines typischen Experiments aus einer Serie von n > 3 unabhingigen Experimenten.

Das nichtkompetitive Verhalten von Indometacin mit E;17G wurde schon von mehreren Ar-
beitsgruppen beschrieben [144, 146] und konnte auch tiber diese Methode reproduziert werden.
Werden alle Ergebnisse zusammen betrachtet, zeigt sich, dass bei der Aktivierung immer ein
Hill-Koeffizient von 1 berechnet und damit wahrscheinlich nur eine Bindungsstelle besetzt
wird, wahrend zur Inhibition des Calcein-AM-Transportes immer ein Hill-Koeffizient um die 2

gemessen wurde und damit wahrscheinlich die Blockierung von zwei Bindungsstellen nétig ist.
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Tabelle 47: Auflistung aller durchgefiihrten Kombinationsassays und den ermittelten Interaktionstypen.
Blau hinterlegt im gemessenen Konzentrationsbereich im Assay Aktivator. Gelb hinterlegt sowohl Inhibi-
tor als auch Aktivator. Grau hinterlegt reiner Inhibitor.

Aktivator Inhibitor (quadriert) Interaktionstyp
E,17G Indometacin Nichtkompetitiv
E,17G LM 20.7 Kompetitiv
E,17G LM 20.8 Kompetitiv
Gl 658 LM 20.8 Kompetitiv
Gii 658 Indometacin Nichtkompetitiv
Gii 658 Gu 83 Nichtkompetitiv
Indometacin Gt 83 Nichtkompetitiv

D.h. fiir Indometacin, E217G und Gii 658, dass sie erst eine hochaffine Bindungsstelle besetzen,
was dann zur Aktivierung fithrt, und im Uberschuss dann die zweite, weniger affine, wodurch
es dann zur Blockierung des Calcein-AM-Transportes kommt. Das Vorhandensein von zwei
unterschiedlich affinen Bindungsstellen wurde fiir Indometacin und andere nicht-steroidale-
Antirheumatika von El Sheikh et al. demonstriert [191] und spiegelt sich in dieser Versuchs-
anordnung in der Anzahl der Bindungsstellen und der Art der Interaktion mit Calcein-AM
wider. Die Aktivierung entspricht dann wahrscheinlich der affinen Bindungsstelle und die In-

hibition der weniger affinen.
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Abbildung 97: Konzentrations-Geschwindigkeits-Diagramm fiir Gii 658 in Abhédngigkeit von der Gii 83-
Konzentration. Gezeigt wird ein typischer nichtkompetitiver Kurvenverlauf (R” = 0,954) Abgebildet ist der
Mittelwert eines typischen Experiments aus einer Serie von n > 3 unabhingigen Experimenten.
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Die LM-Verbindungen zeigen keinen aktivatorischen Effekt, sondern inhibieren anscheinend
sofort beide Bindungsstellen. Sie sind recht grof§ und flexibel, sodass sie moglicherweise zwei
Bindungsstellen gleichzeitig erreichen kdnnen. Zusétzlich konnen sie mit Gi 658 und E,17G
um eine Bindungsstelle konkurrieren. Daraus kann geschlossen werden, dass alle drei Ver-
bindungen die gleiche Bindungsstelle besetzen was die in Kapitel 4.8 aufgestellte These iiber
die strukturelle Verwandtschaft von Gii 658 zum E,;17G-Antagonisten LY329146 wahr-
scheinlich macht. Dies sollte aber nochmals in einem direkten Kompetitions-Assay abgeklart
werden, da auch die Moglichkeit besteht, dass Gii 658 die eine Bindungsstelle der LM-
Verbindungen besetzt und E;17G die andere.

Eine Sonderstellung nimmt Gii 83 ein, da es sich sowohl gegentiber E,17G als auch gegeniiber
Indometacin nichtkompetitiv verhalt. Dies lasst auf das Vorhandensein einer dritten Bindungs-
stelle schlieffen. Fir das Vorhandensein einer dritten Bindungsstelle spricht zusétzlich, dass
keine Aktivierung fiir Gu 83 gefunden werden konnte (Vergl. auch Abbildung 57), wéhrend
dies fiir Indometacin und E»17G (und die kleinen Gii-Verbindungen wie Gii 658) der Fall war.
Uber die Bindung von Calcein-AM lasst sich aussagen, dass sie sich von mindestens zwei ver-
schiedenen Bindungsstellen (der von Indometacin und von E;17G) aus aktivieren und durch die
Bindung eines zweiten Molekiils derselben Substanz wieder hemmen lasst (z.B. Indometacin
oder Gii 658). Dass mehrere Bindungsstellen miteinander interagieren konnen, zeigten schon
Bodo et al. [144]. Sie konnten sogar eine Uberkreuzstimulation verschiedener Bindungsstellen
belegen. Generell wire es fiir Calcein-AM moglich, dass es sich an verschiedene Bindungs-
stellen anlagert, die sich separat durch E,17G (oder Gii 658) oder Indometacin aktivieren lassen.
Zumindest fir MRP1 konnten mehrere Bindungsstellen fiir das dem Calcein-AM strukturell
ahnliche Rhodamin 123 nachgewiesen werden [194].

Es sei auch darauf hingewiesen, dass Kompetition bei ABC-Transportern nicht grundsatzlich
bedeutet, dass zwei Molekiile direkt um die gleiche Bindungsstelle konkurrieren; es kann auch
nur zu Uberlagerungen in Bindungsregionen kommen. Ahnliches gilt fiir nichtkompetitives
Verhalten, wo in einer Bindungsregion Platz fiir zwei gleichzeitig gebundene Molekiile ist. Fir
ABC-Transporter ist dieses Bindungsregionen-Modell nach Higgins et al. das wahr-
scheinlichere [195], im Vergleich zu dem Schliissel-Schloss-Prinzip eines Enzyms. Fir Gii 83
bedeutet dies, dass es grundsatzlich auch an die gleiche Bindungsregion wie Indometacin oder

E;17G binden kann, aber es durch unterschiedliche Einpassung in die Bindungsregion zu
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keinen Uberlappungen der Molekiile kommt und somit nichtkompetitives Verhalten gezeigt

wird.

1 2 3 4 5

Abbildung 98: Bindungsregionen-Modell modifiziert nach Higgins [195]. Eine einzelne, grof3e Bindungsre-
gion (hellblau) kann Verbindung A (Punkt 1), Verbindung B (Punkt 2) oder Verbindung C (Punkt 3) separat
binden. Des Weiteren kann sie A und B gemeinsam binden (Punkt 4), entsprechend wie pharmakologisch
unterschiedliche Bindungsstellen, ist aber nicht in der Lage A und C gleichzeitig einzulagern (Punkt 5), wie
pharmakologisch gleiche Bindungsstellen.

4.11.4 Zusammenfassung der Ergebnisse aus den Kombinationsassays in MRP2

Uber die funktionellen Kombinations-Assays an MRP2 sollten Riickschliisse auf das Bindungs-
verhalten der beiden eingesetzten Verbindungen gezogen werden. Grundsatzlich scheint der
indirekte Ansatz der Enzymkinetik mittels eines Geschwindigkeitsmarkers zu funktionieren.
Jedoch bleibt abzuwarten, ob sich auch Sonderformen wie Uberadditivitat mit dieser Auswer-
tung beschreiben lassen. Vorteilhaft ist, dass es moglich ist iiber einen einfachen, funktionellen
Assay Riickschliisse auf die Interaktion verschiedener Inhibitoren zu ziehen.

Durch die enzymkinetische Auswertung konnte eine mogliche dritte Bindungsregion fiir Gii 83
ermittelt werden, die sich von den bekannten fiir E,17G und Indometacin unterscheidet.

Durch Aufklarung der Anzahl moglicher Bindungsstellen der Inhibitoren war es zudem
moglich, eine bessere Anpassung fiir die Enzymkinetiken zu erhalten sowie Riickschliisse auf
die Aktivierung und Inhibition des Calcein-AM-Transportes von MRP2 zu ziehen. Die Bindung
eines Molekiils fiihrt in der Regel zur Aktivierung des Calcein-AM-Transports, wahrend die
Bindung eines zweiten Molekiils zur Inhibition fiihrte.

Die LM-Verbindungen und die kleinen Gii-Verbindungen wie z.B. Gii 658 scheinen um die
Bindungsstelle von E;17G zu konkurrieren. Wéahrend Gii 658 aber in der Lage ist, eine

Aktivierung des Calcein-AM-Transporters herbeizufithren, scheinen die LM-Verbindungen
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aufgrund ihrer Grofle und des homologen Aufbaus direkt beide Bindungsstellen, sowohl affine
als auch weniger affine, zu besetzen und somit ausschliellich eine Inhibition herbeizufiihren.
In Abbildung 99 sind die Verbindungen, die wahrscheinlich um die gleiche Bindungsstelle
konkurrieren, dargestellt. Da vermutet wird, dass auch LY329146 ein E,17G Analogon darstellt
[150], wurde es in die Abbildung mit aufgenommen. Die grofite Ahnlichkeit besteht zwischen
Gii 658 und LY329146 aufgrund der Benzothiophengrundstruktur. Nach Boumendjel et al. soll
die Hydroxygruppe am Aromaten von LY329146 der Hydroxygruppe am Aromaten von E;17G
entsprechen, wéahrend die Bi-(Methylsulphonyl)-Gruppe mit der Region des Glukuronids iiber-
lappen soll. Wird dies auf Gii 658 iibertragen, zeigt sich, dass die Hydroxygruppe am Aromaten

nicht essentiell fiir die Wirkung ist.

S—NH

LY329146 Gu 658

o ()
O\\'Q‘OH O Q
H . N
., N
o W .
H NH,

E»17G LM 20.5

HO

Abbildung 99: Vergleich der Strukturformeln, der um die E,17G Bindungsstelle konkurrierenden Verbin-
dungen mit E,17G.

Eine Uberlagerung mit der Glukuronid-Bindungsregion wéare dann mit der Harnstofffunktion,
insbesondere dem disubstituierten Stickstoff moglich. Dies konnte aber erklaren, warum

Morpholino- und andere Derivate von Gi 658 mit ringgebundenem Stickstoff in der Regel
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schlecht bis unwirksam an MRP1 waren, da sie wahrscheinlich nicht flexibel genug sind, die
Bindungsregion auszufiillen. Eine solche Analogie kann fiir die LM-Verbindungen nicht aufge-
stellt werden. Was allen in Abbildung 99 dargestellten synthetischen Inhibitoren gemein ist, ist
eine Carbonyl-Funktion in o-Position zu einem aromatischen System. Diese ist zwar in E;17G
nicht enthalten, konnte aber einen wichtigen Interaktionspunkt der Inhibitoren bzw. Aktivato-
ren darstellen. In Kapitel 4.4.4 wurde aufgrund der &hnlichen biologischen Aktivitatsdaten
zwischen MRP1, MRP2 und P-gp die These aufgestellt, dass die LM-Verbindungen an eine
hochkonservierte Region in den Transportern binden. Durch die enzymkinetische Auswertung
konnte gezeigt werden, dass es sich dabei wahrscheinlich um eine Steroid-Bindungsstelle
handelt. Fiir alle Transporter ist eine Interaktion mit Steroiden bekannt [196, 197]. Gi 658 und
E,17G sind keine Inhibitoren fiir P-gp, was wahrscheinlich auf ihre Saurefunktion zuriickzu-
fithren ist; im Gegenzug scheint das Fehlen der Funktion die Begriindung fiir die Aktivitat der
LM-Verbindungen an P-gp zu sein. Anscheinend ist sowohl die Position als auch das Vor-
handensein der Saurefunktion fiir die allosterische Bindung wichtig, so demonstrierten Gerk et
al. [143], dass p-Estradiol-3-Glukuronid von MRP2 zwar erkannt wird, aber nicht in der Lage
ist die allosterische Wechselwirkung auszulésen. Ahnlich wird es mit den LM-Verbindungen
sein, die zwar mit der Steroidbindungsstelle interagieren konnen, aber dennoch nicht in der
Lage sind, eine Aktivierung an MRP2 auszuldsen. Zusatzlich scheinen die LM-Verbindungen
direkt mit zwei Bindungsstellen zu interagieren worauf der Hill-Koeffizient und eine bendtigte
Quadrierung der Konzentrationen bei der enzymbkinetischen Auswertung hinweisen. Zusam-
menfassend kann gesagt werden, dass der durch MRP2 vermittelte Calcein-AM-Transport sehr
komplex ist und noch nicht alle Facetten aufgeklart werden konnten. Dennoch konnten einige
noch offene Fragen aus den vorherigen Kapiteln mit Hilfe des enzymkinetischen Auswertungs-

ansatzes geklart werden.
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5 Zusammenfassung

Die Multidrug-Resistenz (MDR) stellt ein ernstzunehmendes Problem in der Therapie maligner
Tumore dar. Eine Ursache dieses MDR-Phanotyps ist die Uberexpression von Multidrug
resistance associated proteins (MRPs), insbesondere MRP1 und MRP2. MRP1 und MRP?2 sind in
der Lage eine Vielzahl an konjugierten und unkonjugierten Verbindungen, darunter viele
Zytostatika, unter ATP-Verbrauch aus der Zelle zu entfernen und so eine Resistenz auszuldsen.
Ziel dieser Arbeit war es neue Modulatoren zur Aufhebung der MRP1 und MRP2 induzierten
MDR zu finden und zu charakterisieren. Dazu wurden verschiedene auf iiberexprimierenden
Zellen basierende Akkumulations-Assays entwickelt, etabliert oder bereits bestehende modi-
fiziert und angewendet, um die Eigenschaften neuer Modulatoren zu charakterisieren. Als
besonders effektiv erwies sich der neu etablierte und modifizierte Calcein-AM-Assay fiir MRP1
und MRP2 durch den einige neue Modulatoren identifiziert werden konnten. Um die Selek-
tivitat der neu entdeckten Modulatoren zu untersuchen, wurde zusétzlich der bereits etablierte
Calcein-AM-Assay fiir P-gp angewendet.

Als neue Klasse von Inhibitoren wurden unter anderem Benzimidazolderivate entdeckt. Sie
hemmen den Transport durch MRP1, MRP2 und P-gp, wobei eine hohe Korrelation der Effekti-
vitatsdaten zwischen den Transportern nachgewiesen werden konnte. Dies weist auf einen
hohen Verwandtschaftsgrad aller drei Transporter hin. Die inhibitorisch aktivsten Substanzen
sind im unteren mikromolaren Bereich an allen Resistenzproteinen wirksam. Durch Einsatz der
3D-QSAR-Methoden CoMFA und CoMSIA konnten zusétzlich aussagekraftige Modelle zur
Beschreibung der Strukturwirkungsbeziehungen fiir MRP1, MRP2 und P-gp generiert werden.
Die Strukturwirkungsbeziehungen lieflen sich am besten durch sterische bzw. hydrophobe
Wechselwirkungen beschreiben und zeigten einen hohen Verwandtschaftsgrad der drei
Resistenzproteine.

Als weitere Klasse von neuen Modulatoren erwiesen sich die ortho-Thioureidocarbonsauren
und deren Harnstoffderivate sowie die entsprechenden Benzoesdurederivate. Sie zeigten keine
Aktivitat an P-gp und sind damit selektive Modulatoren von MRP1. Die besten Substanzen sind
mit einem ICsp-Wert unter 1 pmol/l an MRP1 hochpotent. Fiir diese Modulatorklasse konnte ein
einfaches Pharmakophormodell erstellt werden. Im Calcein-AM-Assay fiir MRP2 wirkte dies

Substanzklasse hingegen aktivierend und erst in hohen Konzentrationen inhibierend.
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Als dritte neue Klasse an Modulatoren fiir MRP1 und MRP2 erwiesen sich
p-Aminobenzoesdure-Derivate. Sie inhibierten sowohl den MRP1 als auch MRP2 vermittelten
Calcein-AM-Transport. Die aktivste Substanz war mit einem ICs,-Wert von etwa 1 umol/l an
MRP1 und um die 20 pmol/l an MRP2 potenter als alle gangigen Standardsubstanzen.

Die neu entwickelten und charakterisierten Verbindungen wurden mit bekannten Modulatoren
aus der Literatur verglichen. Es zeigte sich, dass sie hdufig dquipotent oder, insbesondere an
MRP2, sogar besser wirksam waren als die in der Literatur beschriebenen.

Da MRP1 und MRP2 dafiir bekannt sind auch Glutathion und Glutathionkonjugate zu trans-
portieren, wurden neue fluoreszenzbasierte Assays zur Quantifizierung des intrazellularen und
des hinaus transportierten Glutathions entwickelt und etabliert. Die Bestimmung des intrazel-
luldren Glutathions ergab mit entsprechenden Daten aus Verdffentlichungen vergleichbare
Ergebnisse. Im Assay zur Bestimmung des hinaus transportierten Glutathions wurde exempla-
risch aus jeder der neu entdeckten Modulatorklassen eine Verbindung ausgewéhlt und unter-
sucht. Es konnte gezeigt werden, dass keine der Substanzen mit Glutathion assoziiert trans-
portiert wird.

Neben den neuen Modulatoren wurde auch die fiir MRP2 diskutierte Cisplatinresistenz mittels
Atom-Absorptions-Spektroskopie genauer untersucht. Es konnte demonstriert werden, dass der
Resistenzfaktor von den MRP2 exprimierenden Zellen gegeniiber Cisplatin mit der Differenz in
der Platinakkumulation nahezu identisch ist. Die Resistenz war unter Einsatz eines MRP2-
Inhibitors reversibel, wohingegen ein kiinstlich ausgeloster Glutathion-Mangelphénotyp kei-
nen Einfluss auf die Cisplatinaufnahme zeigte. Ebenso konnte demonstriert werden, dass
Cisplatin nicht mit Glutathion assoziiert aus den Zellen hinaus transportiert wird, sodass die in
der Literatur diskutierte Rolle von Glutathion bei der Detoxifikation von Cisplatin iiber MRP2
widerlegt werden konnte.

In einem letzten Schritt wurden Kombinations-Experimente fiir MRP2 jeweils mit einem
Aktivator und einem Inhibitor durchgefiihrt. Es wurde eine Dose-Ratio-Auswertung, Untersu-
chungen zur Anzahl von interagierenden Bindungsstellen und eine enzymkinetische Auswer-
tung vorgenommen. Es konnte unter anderem gezeigt werden, dass zur Inhibition des MRP2
vermittelten Calcein-AM-Transportes zwei Bindungsstellen blockiert werden miissen, wéhrend
zur Aktivierung des Transportes die Bindung an einer Bindungsstelle ausreicht. Bei der
enzymkinetischen Auswertung konnten iiber die durch den Inhibitor und den Aktivator ausge-

loste Anderung der Transportgeschwindigkeit, Rickschliisse auf deren Interaktion gezogen
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werden. So konnten die zwei bekannten Bindungsstellen fiir 3-Estradiol-17-f-D-Glukuronid
und Indometacin an MRP2 unterschieden werden. Des Weiteren zeigte sich, dass sowohl die
ortho-Thioureidocarbonsduren als auch die Benzimidazolderivate mit B-Estradiol-17-f-D-
Glukuronid um die Steroidbindungsstelle konkurrieren. Das p-Aminobenzoeséure-Derivat
Gii 83 scheint weder an die Steroidbindungsstelle noch an die Bindungsstelle des Indometacins
zu binden, was auf eine mdgliche dritte Bindungsstelle schlieffen lasst.

Die in dieser Arbeit entwickelten und eingesetzten Methoden kénnen zur Charakterisierung
der MRP1 und MRP2 induzierten Multidrug-Resistenz herangezogen werden und somit

Einblicke in die Funktion dieser Resistenzproteine geben.
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AAS Atom-Absorptionsspektroskopie/-meter

ABC ATP-Binding-Cassette

ADP Adenosindiphosphat

AL Arbeitslosung

AM Acetoxymethylester

APS Ammoniumpersulfat

ATP Adenosintriphosphat

BCRP Breast-Cancer-Resistance-Protein

BSA Bovines Serum Albumin

BSO Buthionsulfoxim

CDFD 5(6)-Carboxy-2’,7’-dichlorofluoresceindiacetat

CDF 5(6)-Carboxy-2’,7’-dichlorofluorescein

CFTIR Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator

CoMFA Comparative Molecularar Field Analysis

CoMSIA Comparative Molecular Similarity Indices Analysis

Dest. Destilliert

DTT Dithiothreitol

ECs die Konzentration einer Substanz, die notwendig ist, fiir eine 50 pro-
zentige Aktivierung

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

E;17G f-Estradiol-17-p-D-Glukuronid

FACS fluorescence activated cell sorting (Durchflusszytometrie)

FKS Fotales Kalberserum

FSC Forward Angle Scatter

GSH reduziertes Glutathion

GSSG oxidiertes Glutathion

HEPES 2-(4-(2-Hydroxyethyl)- 1-piperazinyl)-ethansulfonsédure

HIV Humanes Immundefizienz-Virus

ICs die Konzentration einer Substanz, die notwendig ist, fiir eine 50 pro-
zentige Inhibition

LOO Leave-One-Out-Kreuzvalidierung

k. E. kein Effekt

KHP Krebs-HEPES-Puffer

LMO Leave-Many-Out-Kreuzvalidierung

MDR Multidrug-Resistenz

MRP Multidrug Resistance Associated Protein

MSD Membrane Spanning Domain

MTT 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid

232



9. Abkiirzungsverzeichnis

NBD
n. d.
NDA
PAP
PBS
P-gp
PLS
PQC
PVDF
P/S
QSAR
RT
SDS-PAGE
SL
SSC
TCA
TEMED
™
TRIS
vergl.
w.E.
WT

Nukleotid-Bindungs-Doméne
Nicht durchgefiithrt
2,3-Naphthalendicarboxaldehyd
Probenauftragspuffer
Phosphat-Buffered-Saline
P-Glykoprotein (ABCB1)
Partial Least Squares
Process-Quality-Control
Polyvinyldifluorid
Penicillin/Streptomycin
Quantitative-Struktur-Wirkungsbeziehung
Raumtemperatur

Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese

Stammlosung

Side Scatter

Trichloressigsaure
Tetramethylethylendiamin
Transmembranire Helice
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
vergleiche

willkiirliche Einheit

Wildtyp
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10.1 Zellkultur- und Verbrauchsmaterialien

Materialien Hersteller/Firma Artikelnummer
1,5 Natural Flat Cap Micro centrifuge Starlab $1615-5500
Tubes
1,5 Amber Flat Cap Micro centrifuge Starlab S15-5507
Tubes
5 ml Polystyrene Round-bottom Tube 12~ Becton Dickinson 352054
X 75 mm, steril
1000 — 5000 pl Bulk, Natural Pipette Tips  Starlab 11009-5000
CASY“ton Losung Greiner bio-one 43001
Cellstar” PP-Test tubes, 15 ml, steril Greiner bio-one 188271
Cellstar” PP-Test tubes, 50 ml, steril Greiner bio-one 227261
Cellstar” Tissue Culture Flasks, 25 cm’, Greiner bio-one 690175
steril, filter Cap
Cellstar” Tissue Culture Flasks, 75 cm’, Greiner bio-one 658175
steril, filter Cap
Cellstar” Tissue Culture Flasks, 175 cm®,  Greiner bio-one 660175
steril, filter Cap
Cellstar” Gewebekulturplatte, 96 Well, Greiner bio-one 655180
flacher Boden, steril
FACS — Testtubes Becton Dickinson 352054
FACSafe ™ Becton Dickinson 340345
FACSFlow ™ Becton Dickinson 342003
FACSRinse ™ Becton Dickinson 340346
Geniticin (G418) Sigma G 9516
Fetales Kalberserum Sigma F 7524
L-Glutamine 200 mmol/l Sigma G 7513
Micro-Assay-Platte, Kaminform, 96 Well, = Greiner bio-one 655096
127, 8/86/15, Schwarz, transparenter Bo-
den
Nahrmedium D-MEM; Zusétze: 4500 mg/l  Gibco 31966-021
Glucose, GlutaMAX™, Pyruvat)
Nahrmedium RPMI-1640 Sigma R 8758
Parafilm M American National Parafilm M
Penicillin-Streptomycin-Losung Sigma P 0781
PVDF-Membran Carl Roth GmbH & 114110

Co KG
PS Microplatte 96 Well, nicht steril, flache ~Greiner bio-one 655098
Form
TipOne 0,1-5 pl Natural Pipette Tips Starlab S1111-3000
TipOne 1-200 pl Yellow Pipette Tips Starlab S1111-0006
TipOne 101-1000 pl Yellow Pipette Tips Starlab S1111-2020
TipOne 0,5-5 ml Natural Pipette Tips Starlab S1112-1020
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Materialien Hersteller/Firma Artikelnummer
Tissue-Culture Dishes, 20 cm Durchmess- ~ Greiner bio-one 639160
er
Trypsin-EDTA-Lésung (1x) Sigma T 3924
Zellschaber Greiner bio-one 541070
10.2 Chemikalienliste
Chemikalie Hersteller/Firma Artikelnummer
2-Propanol Riedel-deHéen 34863
Acrylamid-Lésung 30 % (m/V) Applichem A3626
Apigenin Sigma A8906
BCECF-AM A.G. Scientific, Inc. B-1097
Benzbromaron Sigma B5774
f-Estradiol-17-p-Glucuronid Sigma E1127
Bradford-Reagenz Sigma B6916
Brilliant Blau R250 Carl Roth GmbH + 3862.1
Co KG
Bovines Serumalbumin (BSA) Applichem A0850
BSA - Stamml6sung Sigma P5369
Buthionsulfoxim (BSO) Sigma B2515
Calcein-AM Calbiochem 206700
Calcein-AM Sigma 17783
Calciumchlorid-Dihydrat Merck P4901
5(6)-Carboxy-2',7'- Sigma 21884
dichlorofluoresceindiacetat (CDFD)
Chinin Synopharm 1200040-0005
Cisplatin Sigma P4394
Cobalt(IT)sulfat-heptahydrat Merck 102546
Cyclosporin A Sigma C3662
Daunorubicin-Hydrochlorid Fluka 30450
D-Glucose-Monohydrat Merck 1040740500
Dimethylsulfoxid (DMSO) Acros AC19773
Dithiothreitol Applichem A2948
Doxorubicin Fluka 44583
Ethylendiamintetraessigsdaure (EDTA) Aldrich E2.628-2
Flurbiprofen Sigma F8514
Glycerol (wasserfrei) Applichem A1123
Glycerol 86 % (V/V) Griissing 11014
Glutathion reduziert (GSH) Sigma G4251
Glutathion oxidiert (GSSG) Sigma G6654
HEPES freie Saure Applichem A3707
HEPES-Natriumsalz Sigma H7006
Indometacin Sigma 17378
Kaliumchlorid Merck 1.04936
Kaliumdihydrogenphosphat Applichem A3095
Magnesiumchlorid-Hexahydrat Merck 105833
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Chemikalie Hersteller/Firma Artikelnummer
Magnesiumsulfat-Heptahydrat Applichem A4101
Melsept SF Braun 18907
Methanol Merck 107018
MK571 Merck 475874
MTT Sigma M2003
2,3-Naphthalendicarboxaldehyd (NDA) Fluka 70215
Natriumazid Fluka 71290
Natriumcarbonat Aldrich 451614
Natriumchlorid Merck 106404
Natriumdodecylsulfat (SDS) Applichem A2572
Natriumorthovanadat Aldrich 450243
Natriumhydrogenphosphat Dihydrat Applichem A4732
Natriumhydroxid Maf}losung 1 mol/l Griissing 22195
Natriumsulfat Decahydrat Fluka 71969
Proteingroflenstandard Applichem A3993
Probenecid Sigma P8761
Salzsaure 37 % (m/V) Riedel-deHaen 30721
Salzsaure Maf}]osung 1 mol/l Griissing 23204
Salpetersdure 65 % (m/V) fiir HPLC Zwe-  Fluka 84380
cke
Sulfinpyrazon Sigma S9509
TEMED Applichem A1148
Trichloressigsaure (TCA) Sigma T8657
Tris-(hydroxymethyl)-Aminomethan Applichem A2264
(TRIS)
Tween” 20 Sigma 63158
Verapamil HCL Sigma V4629
10.3 Gerite und Zubehor
Geritebezeichnung Hersteller/Firma Typen-Bezwichnung
Durchflusszytometer BD Bioscience FACScalibur
Blottingapparatur Bio-Rad Mini Protean II
Elektrophoreseapparatur Bio-Rad Mini Protean II
Geldokumentationseinheit Bio-Rad Versa Doc Imagine Sys-
tem
Scanner UMAX Astra 2200
Stromgeber Life Science Int. EC250-90
GmbH
10 ul Hamiltonspritze Hamilton Bonaduz 701N
AG
100 pl Hamiltonspritze Ito Corporation MS*100
Handdispenser Brand GmbH & Co Handystep
KG
Horizontalschiittler Hoefer Pharmacia Red Rotor
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Geritebezeichnung Hersteller/Firma Typen-Bezwichnung
Microplatereader BMG-Labtech POLARstar Galaxy
Microplatereader BMG-Labtech FLUOstar Optima
Microplatereader BMG-Labtech FLUOstar Galaxy
Schiittelthermostat Eppendorf Thermomixer comfort
Thermostat Eppendorf Thermostat plus
Ultraschallbad Bandelin Sonorex Super RK106
Vakuumblock Carl Roth GmbH Co  Dot-Blot T790.1

KG
Vakuumpumpe Vacuumbrand GmbH PC5

& Co KG
Vortexschiittler Scientific Industries ~ Vortex Genie 2
Inkubator Forma Scientific Inc.  CO, Water Jacketed Incu-

bator

Mikroskop Carl Zeiss AG Axiovert 25
Wasserbad Julabo Labortechnik ~ TW12

GmbH
Zellzéhler Innovatis AG Casy 1 Modell TT
Tischzentrifuge Eppendorf AG 5451R Centrifuge
Laborzentrifuge Beckman Coulter Avanti J-25
Ausschwingrotor Beckman Coulter JS-7.5
Festwinkelrotor I Beckman Coulter JA-25.50
Zentrifugenglaser fiir JA-25.50 Nalge Nunc Int. 3118-0050
Festwinkelrotor II Beckman Coulter JLA-10.500
Zentrifugenglaser fiir JLA-10.500 Beckman Coulter 361690
Magnetriihrer IKA Labortechnik RCT Basic
pH-Meter Beckman Coulter ®720 pH-Meter
Kalomel pH-Elektrode Sigma E6009-1EA
Atom-Absorptionsspektrometer (AAS) Varian SpectraAA Zeeman 220
AAS-Atomisator Varian GTA 100
AAS-Probengeber Varian PSD 100
AAS-Probengefafle Varian
AAS-Hohlkatodenlampe Varian Pt-UltraAA
AAS-Graphitrohr Varian

10.4 CDFD Assay fiir das MAS des FACS

Im Gegensatz zum Rohrchenassay kann beim FACS im Plate-Modus keine Kinetik (Fluores-

zenz-Zeit-Diagramm) aufgenommen werden. Es sind nur sogenannte Einpunktmessungen

moglich. Fiir solche Messungen wiirden sich Punkte aus dem sogenannten Steady-State oder

auch Gleichgewichtszustand anbieten. Dieser ist erreicht, wenn die Sattigungskurven des Fluo-

reszenz-Zeit-Diagrammes ihr Maximum erreicht haben. An dieser Stelle sind Einstrom und
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Ausstrom gleich und bleiben iiber einen langeren Zeitraum konstant. Beim Daunorubicin
Influx-Assay, stellt dies in der Regel kein Problem dar, da keine Umsetzung des Daunorubicins
erfolgt [198]. Beim CDFD-Assay kommt zusétzlich eine Enzymreaktion hinzu. Nach einiger
Zeit wird das Substrat, in diesem Fall das CDFD aufgebraucht sein und die Umsetzung zum
CDF zum erliegen kommen. Daher war es notig zu iiberpriifen, ob die intrazellulare Fluores-
zenz Uber den Messzeitraum konstant bleibt. Als erstes musste also festgestellt werden, wie
lange es dauert, bis die Zellen den Gleichgewichtzustand zwischen Influx von CDFD und
Efflux von CDF und CDFD erreicht haben. Wobei anzumerken bleibt, dass im Gegensatz zum
Calcein-AM das bevorzugte Substrat die anionische Form, das CDF, darstellt [94]. Der zweite
Schritt bestand darin, die Konstanz der Fluoreszenzwerte tiber den Messzeitraum von ca. 2 h zu
gewiahrleisten. In Abbildung 19 ist ein Fluoreszenz-Zeit-Diagramm fiir den Zeitraum von 4 h
dargestellt, welches mit Hilfe eines Rohrchen Versuches aufgenommen wurde. Es zeigt, dass
die Fluoreszenz iiber den Messzeitraum relativ konstant bleibt und es méglich war die Messung
mit Hilfe des MAS durchzufithren. Anzumerken bleibt, dass die Wildtypzellen nicht komplett
den Steady-State erreichten und ein geringer Fehler in Kauf genommen werden musste.

Als Standardsubstanz bot sich wieder Indometacin als Modulator der CDF-Fluoreszenz an, da
es schon im Roéhrchen-Versuchen die beste inhibitorische Aktivitit unter den Standard-
inhibitoren zeigte.

In Abbildung 100 ist exemplarisch eine Dosis-Wirkungskurve der gemessenen maximalen
Fluoreszenzwerte gegen den Logarithmus der eingesetzten Modulatorkonzentration aufgetra-
gen. Es ergab sich ein typischer, sigmoidaler Kurvenverlauf, der wieder mit Hilfe der Vier-
Parameter-Logistische-Gleichung gefittet wurde.

Auffillig ist, dass auch im WT ein deutlicher Anstieg der Fluoreszenz in Form einer Dosis-
Wirkungs-Kurve zu erkennen ist. Unerwartet war dies nicht, da auch andere Transporter in
Nierenzellen exprimiert werden [112]. Des Weiteren wurde das MAS mittels Liiftungsheizung
auf 37 °C aufgeheizt. Dadurch kam es zu Verdunstungen. Der Wildtyp wurde immer im unte-
ren Bereich der Platte eingefiillt, damit dieser aufgrund seiner etwas langsameren Kinetik in
den Steady-State kam. Dort war natiirlich die Verdunstung am hdchsten, was wiederum zur
Aufkonzentration des Fluoreszenzfarbstoffes fiihrte und somit auch zur Fluoreszenzerhdhung.
Diese Aufkonzentration konnte ein zusétzlicher Grund fiir den deutlichen Anstieg auch im

Wildtyp sein.
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Abbildung 100: Exemplarische Dosis-Wirkungskurve fiir Indometacin im CDFD Assay fiirs FACS. Abgebil-
det sind Mittelwert und Standardabweichung von einem typischen Experiment mit drei Replikaten aus
einer Serie von n > 3 unabhéngigen Versuchen.
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Abbildung 101: Vergleich der Mittelwerte (t-test) der gemessenen pICs,-Werten fiir Indometacin miteinan-
der sowie mit dem Literaturwert aus [129]. Alle pICsy-Werte sind nicht signifikant (ns) verschieden (p <
0,05).

In Abbildung 101 sind die gemessenen Daten fiir Indometacin aufgefiihrt und die ICsp-Werte
mit denen aus den Rohrchenversuchen mittels t-test verglichen worden. Aus den Daten der
Abbildung und den darin enthaltnen t-test Ergebnissen wird deutlich, dass die beiden Assays
nicht signifikant unterschiedliche Ergebnisse liefern.

Vorteil des Assays in 96er-Platten ist, dass mehrere Substanzen gleichzeitig vermessen werden
konnen. Aufgrund der Einstellungsmoglichkeiten des FACS werden des Weiteren nur lebende
Zellen vermessen, sodass auch noch leicht toxische Verbindungen charakterisiert werden

konnen. Der grofite Nachteil ist, dass keine Kinetik aufgenommen werden kann und Ergeb-
239



10. Anhang

nisse durch nicht erkannte Messfehler verfalscht werden konnen. Weitere Nachteile sind die
sehr lange Inkubationszeit von 2 h sowie die sehr lange Messzeit von ebenfalls 2 h. Aus diesem
Grund wurde nach weiteren Methoden gesucht, die die Vorteile beider Versuchsdurchfithrun-
gen in sich vereinen. Durch die Etablierung des Calcein-AM-Assays fiir MRP2 konnte dies

auch erreicht werden (vergl. Kapitel 4.3.5).

10.5 Daunorubicin-Efflux-Assays

10.5.1 Daunorubicin-Efflux-Assay fiir ABCB1 und MRP2

Der Daunorubicin-Efflux-Assay ist eine Abwandlung des Daunorubicin Influxassays fiir das
FACS-Gerat und wurde fiir das Zelllinienpaar A2780 und A2780 ADR im Arbeitskreis etabliert.
Aus diesem Grund wurden die ersten Versuche mit A2780 ADR und Wildtyp-Zellen nach
dessen Protokoll durchgefiihrt [114].

Der Daunorubicin-Efflux-Assay hat den Vorteil gegentiber dem Influx-Assay, dass eine gesam-
te Kinetik aufgenommen werden kann, wahrend es beim FACS im Plattenmodus nur moglich
ist eine Momentaufnahme im Steady-State (Gleichgewichtszustand) aufzunehmen. Das Prinzip
des Assays beruht darauf, dass sich Daunorubicin bei 480 nm anregen lésst und bei 520 nm
fluoresziert. Diese Eigenschaft verliert es allerdings, wenn es in DNA interkaliert [199]. Nach
Zugabe von Thymus-DNA sollte extrazellular die gesamte Daunorubicin-Fluoreszenz geldscht
werden, sodass nur noch die intrazellulare Fluoreszenz messbar ist. In Abbildung 102 sind bei-
spielhaft drei Konzentrationen des bekannten Modulators Verapamil [26] und ihr Effekt auf
den Daunorubicin-Efflux dargestellt.

Die jeweiligen Grundfluoreszenzen im Puffer mit der entsprechenden Verapamil-Konzentration
wurden von den Messwerten abgezogen, weshalb es auch zu negativen Fluoreszenzwerten
kommen konnte. Ein Teil des Daunorubicins wird durch Einlagerung in die DNA der verwen-
deten Zelllinien eingelagert und dadurch gequencht. Die Differenz zwischen den Fluoreszenz-
werten von 0 und der Vollinhibition (in diesem Fall einer Konzentration von 316 umol/l
Verapamil) stellt also ein Mafl fiir die Daunorubicinmenge dar, die interkaliert in der Zell-DNA

vorliegt [199].
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Abbildung 102: Fluoreszenz-Zeit-Diagramme fiir die Zelllinie A2780 ADR mit verschiedenen
Verapamilkonzentrationen. Mit zunehmender Modulatorkonzentration sinkt die Daunorubicin-Fluoreszenz

Wie beim Influx-Assay stellt sich auch hier ein Gleichgewicht zwischen Influx und Efflux in
Abhéngigkeit von der Modulatorkonzentration ein. Durch Quenchen des Daunorubicins im
Medium, kann spezifisch die intrazellulare Fluoreszenz detektiert werden. Beim Aufragen der
der Steigung des hinteren abfallenden Teils der Kurve gegen die logarithmische Konzentration,
wird der in Abbildung 103 gezeigte typische sigmoidale Verlauf einer Dosis-Wirkungskurve

erhalten.
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Abbildung 103: Beispiel einer Dosis-Wirkungskurve aus dem Daunorubicin-Efflux-Assays fiir Verapamil in
A2780 ADR und Wildtypzellen. Dargestellt sind Mittelwert und Standardabweichung eines typischen Ex-
periments einer Doppelbestimmung aus einer Serie von 2 unabhidngigen Versuchen.

Der ermittelte ICso-Wert von 2,391 £1,940 entspricht denen in der Dissertation von Dr. Miiller
und Dr. Meyer [95, 198, 200], sodass davon ausgegangen werden kann, dass vergleichbare
Werte erhalten werden. Wird der gleiche Versuch in MDCKII MRP2 Zellen und dem korres-

pondierenden Wildtyp mit Indometacin durchgefiihrt, so ergibt sich die in Abbildung 104 dar-
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gestellte Dosis-Wirkungskurve. Im Gegensatz zu dem Versuch im A2780-Zelllinienpaar, zeigt
hier der Wildtyp ebenfalls einen deutlichen Effekt, der auch beim CDFD-Assay (Kapitel 10.4)
und beim Calcein-AM-Assay (Kapitel 4.3.5) zu sehen ist und wahrscheinlich auf nativ

exprimierte Transporter zuriickzufiihren ist.
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Abbildung 104: Beispiel einer Dosis-Wirkungskurve aus dem Daunorubicin-Efflux-Assays fiir Indometacin
in MDCKII MRP2 und Wildtypzellen. Dargestellt sind Mittelwert und Standardfehler eines typischen Ex-
periments einer Doppelbestimmung aus einer Serie von 2 unabhingigen Versuchen.

Beim Vergleich des erhaltenen pICso-Wert 4,193 + 0,120 (entspricht ICsy = 65,76 + 18,00 pmol/l)
mit denen fiir den CDFD-Assay und dem Calcein-AM-Assay, so fallt auf, dass er deutlich
niedriger liegt. Dies konnte daran liegen, dass Daunorubicin durch Indometacin anders beein-
flusst wird als die auf die Grundstruktur des Fluorescein basierenden Fluoreszenzfarbstoffe

CDFD und Calcein-AM (vergl. Abbildung 101 und Tabelle 29).

10.6 Weitere 3D-QSAR-Modelle fiir die LM-Verbindungen

Neben den in Kapitel 4.5.2 diskutierten Modellen, gibt es auch noch andere auf die CoMFA
basierende Konturdiagramme, die die Eigenschaften der biologischen Daten mit einem

q? = 0,6 wiederspiegeln kénnen. Diese werden in den folgenden Abbildungen zur Ansicht

dargestellt.

242



10. Anhang

-~
P

/

Abbildung 105: Graphische Auswertung des erhalten CoMFA-Modells fiir MRP1 auf Basis der sterischen
Eigenschaften der Molekiile. Eingebettet ist LM 20.5, die beste Testsubstanz im Assay. Gelb: sterisch un-
giinstig; griin: sterisch begiinstigt.
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Abbildung 106: Korrelation zwischen gemessenen und durch das sterische LOO-CoMFA-Modell fiir die
jeweils weggelassenen Verbindung vorhergesagten pICs-Werte fiir MRP1.
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Abbildung 107: Graphische Auswertung des erhalten CoMFA-Modells fiir MRP2 auf Basis der sterischen
Eigenschaften der Molekiile. Eingebettet ist LM 20.5, die beste Testsubstanz im Assay. Gelb: sterisch un-
giinstig; griin: sterisch begiinstigt.
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Abbildung 108: Korrelation zwischen gemessenen und durch das sterischen LOO-CoMFA-Modell fiir die
jeweils weggelassenen Verbindung vorhergesagten pICs,-Werte fiir MRP2.

244



10. Anhang

Abbildung 109: Graphische Auswertung des erhalten CoMFA-Modells fiir ABCB1 auf Basis der sterischen

Eigenschaften der Molekiile. Eingebettet ist LM 20.5, die beste Testsubstanz im Assay. Gelb: Sterisch un-
giinstig; griin: sterisch begiinstigt.
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Abbildung 110: Korrelation zwischen gemessenen und durch das sterische LOO-CoMFA- Modell fiir die
jeweils weggelassenen Verbindung vorhergesagten pICs-Werte fiir ABCB1.
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10.7 Zytotoxizitatstest ausgewiahlter Modulatoren

Um die Toxizitdt der LM- bzw. der Gii-Verbindungen zu untersuchen wurden verschiedene
Konzentrationen ausgewahlter Substanzen im MTT-Assay (Kapitel 3.14) untersucht und ins
Verhéltnis zum Standard ohne Modulator gesetzt. Als Zellsystem wurde die 2008 WT-Zelllinie

verwendet. Die Ergebnisse sind fiir die ausgewahlten LM-Verbindungen in Abbildung 111 und
fiir die Gii-Verbindungen in Abbildung 112 dargestellt.

150+

Bl LM20.7
X 3 LM20.17
. |
2 1001 | Bl LM 20.14
= Bl LM 20.18
N BN LM20.5
S 50-
N
o
(a8

0' T 1 I[l]

BB BN SR SR BN

log [Modulator], M

Abbildung 111: Zytotoxizitits-Ergebnisse ausgewihlter LM-Verbindungen. Abgebildet sind Mittelwert und
Standardabweichung von n=2 Experimenten als Doppelbestimmung,.

Die getesteten LM-Verbindungen besitzen alle eine IC5, um ca. 14 umol/l und sind bis zu einer
Konzentration von 5 pmol/l untoxisch. Bei hoheren Konzentrationen kommt es hingegen zum
schnellen Absterben. Im Gegensatz dazu zeigen die untersuchten Gii-Verbindungen bis zur

hochsten gemessenen Konzentration von 31,6 pmol/l keine Anzeichen einer Toxizitét

(Abbildung 112).
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Abbildung 112: Zytotoxizitats-Ergebnisse ausgewahlter Gii-Verbindungen (A,B). Abgebildet sind Mittel-
wert und Standardabweichung von n=2 Experimenten jeweils als Doppelbestimmung.

10.8 Aktivitat der Gii-Verbindungen an ABCB1

Einige der in Kapitel 4.6 diskutierten Gii-Verbindungen wurden auf ihre modulatorischen
Eigenschaften gegeniiber ABCB1 untersucht, darunter alle Gii-Verbindungen, die einen IC;, <
10 pmol/l an MRP1 besaflen. Die Ergebnisse des Screenings sind in den folgenden Abbildungen
wiedergegeben. Bis auf Gii 1545 und Gii 1544 weisen keine der getesteten Carbonsauren eine
inhibitorische Wirkung gegeniiber ABCB1 auf. Gii 1544 und Gii 1545 besitzen beide einen

ankondensierten Phenylring in ortho-Stellung zum Schwefel des Thiophenrings.
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Abbildung 113: Aktivitat der Gii-Verbindungen an P-gp (A-D) im Vergleich zum Standard Verapamil. Ab-
gebildet ist der Mittelwert eines typischen Experiments mit zwei Replikaten.
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10.9 Auswahl unwirksamer Gii-Verbindungen

In Tabelle 48 sind ausgewahlte inaktive Gii-Verbindungen dargestellt. Weitere befinden sich in

der Diplomarbeit von Frau Apothekerin Jeanette Wiendlocha [142].

Tabelle 48: Auswahl unwirksamer Gii-Verbindungen aus [142]

s s > ol >
| s, >N s. >0
0 [ )NH ) | )—NH
S\V\NH
o
<N\/ \I}l HO
Gii 642 Gii 266 Gi 509
o /— Q Q /—
s e s o
| )—NH | )—NH NH
o
o' © o' © HO
Gii 548 Gii 6 Gii 317
) o O O
cl Q Q
Sy D—NH D—NH
NH NH NH
Y HO HO
Gii 378 Gii 425 Gii 319

10.10Testung von Phenylnannolon 150E aus Myxobacterium Nannocystis

exedens

In Zusammenarbeit mit Frau Dr. Ohlendorf wurde eine von ihr aus dem Myxobacterium
Nannocystis exedens extrahierte Substanz 150E (vergl. Abbildung 114) auf ihre biologische
Aktivitdt in ABCB1 exprimierenden Zellen untersucht. Grundlage einer Aktivitditsannahme
bildet eine Verdffentlichung einer Arbeitsgruppe um Andrus, die Polyene als neue Inhibitoren
fir ABCB1 postulierten [201]. Leider eignete sich die Substanz aufgrund ihrer

Quenchingeigenschaften nicht zur direkten Messung in einem Calcein-AM basierten Akkumu-
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lationsassay, sodass auf eine indirekte Messmethode, den MTT-Assay zuriickgegriffen werden

musste.

Abbildung 114: Strukturformel von 150E.

Zunichst wurde die Toxizitdt von 150E im MTT-Assay bestimmt. Die Ergebnisse sind in
Abbildung 115 dargestellt. Bis zu einer relativ hohen Konzentration gréler als 31,6 pmol/l ist

150E untoxisch sowohl fiir den Wildtyp als auch fiir die ABCB1 exprimierende Zelllinie.
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Abbildung 115: Dosis-Wirkungskurve von 150E im MTT-Assay in A2780 ADR (=) und A2780 (e). Darge-
stellt sind Mittelwert und Standardabweichung von drei unabhingigen Experimenten.

Fiir Daunorubicin, das ein bekanntes Substrat fiir ABCB1 darstellt [202], zeigten sich unter-
schiedliche ICsp-Werte fiir die A2780 ADR Zelllinie 13,3 pmol/l und fiir den Wildtyp
0,092 pmol/l. Daraus lasst sich schliefen, dass die A2780 ADR Zelllinie ungefdhr 145mal

resistenter gegeniiber Daunorubicin ist als der entsprechende Wildtyp. In einer Kombination
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aus verschiedenen Daunorubicin-Konzentrationen und einer fixen Konzentration an 150E

(31,6 pumol/l) konnte der Effekt der Testsubstanz auf die Resistenz untersucht werden.
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Abbildung 116: Dosis-Wirkungskurve von 150E im MTT-Assay in A2780 ADR (=) und A2780 (e) in Anwe-
senheit (offene Symbole) oder Abwesenheit (geschlossene Symbole) von 150E. Dargestellt sind Mittelwert
und Standardfehler eines typischen Experiments mit 3 Replikaten aus einer Serie von 3 unabhingigen Ex-
perimenten.

In Anwesenheit von 150E konnte der ICsp-Wert von Daunorubicin an der A2780 ADR Zelllinie
auf 9.46*10” mol/l erniedrigt werden, wihrend der Wert fiir den Wildtyp nahezu unverindert
blieb (ICs, = 6.86*10° mol/l). Der Resistenzfaktor wurde ungefahr um den Faktor 10 von 145
auf 14,1 verringert. Das entspricht ungefahr der Reduktion, die mit Modulatoren der dritten
Generation, wie etwa Tariquidar erreicht werden kann [202]. 150E konnte also eine neue Leit-
struktur zur Entwicklung von Modulatoren gegen den Multidrug-Resistenzen-Phanotyp sein.
Im Gegensatz zu den in [201] beschriebenen Polyenen zeigte 150E nur eine sehr geringe

Zytotoxizitat, was ihr einen Vorteil gegentiber diesen Substanzen gibt.
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