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1 Zielsetzung der Arbeit

Die BCR-ABL positiven Leukdmien weisen eine hohe Resistenz gegen konventionelle
Hochdosischemotherapie auf, und daraus resultierend ein schlechtes Ansprechen auf
konventionelle Therapieschemata. Ein neues Behandlungsprinzip, der Eingriff in die
Signaltransduktion, ist mit dem BCR-ABL spezifischen Tyrosinkinase Inhibitor Imatinib
maoglich. Dieser hemmt die durch die reziproke Translokation entstandene deregulierte
und exzessiv aktive Tyrosinkinase des chimaren Translokationsprodukts BCR-ABL. In
der klinischen Anwendung tritt bei vielen Patienten, z.T. nach Anfangs gutem
Ansprechen, eine Resistenz gegen dieses neue Medikament auf, deren Ursache
ungeklart ist.

In der vorliegenden Arbeit sollte aufgeklart werden, ob der BCR-ABL
Signaltransduktionsweg bzw. die Hemmung der BCR-ABL Tyrosinkinase einen Einfluf3
auf die Expression der pleiotrope Zytostatikaresistenz vermittelnden ABC-Transporter
P-gp und MRP1 hat. Wirde etwa aktiviertes BCR-ABL zu einer Hochregulation von
MRP1 oder P-gp fuhren, konnte dies als Erklarung fur das schlechte Ansprechen auf
konventionelle Chemotherapie dienen. Reguliert BCR-ABL umgekehrt durch seine
Tyrosinkinase-Aktivitat die beiden Transport Proteine direkt herunter, wirde eine
Inhibition der Kinase Aktivitat mit Imatinib, eine vermehrte Produktion dieser Proteine
nach sich ziehen, was als mdgliche Erklarung fur die Imatinib Resistenz dienen kénnte.
AulRerdem sollte die Arbeit eine Antwort auf die Frage finden, ob Imatinib von MRP1/P-
gp transportiert wird, was Voraussetzung fir eine durch Transportproteine ausgeloste
Resistenz ist, und ob es bei den Patienten, die mit Imatinib behandelt wurden, zu einem

Anstieg der Aktivitat dieser Transport Proteine kommt

Seite 1



2 Einleitung

2.1 Leukamien

Unter dem von R. Virchow gepragten Begriff Leukdmie versteht man eine
systematische diffuse autonome Proliferation eines abnormen Zellstammes der
leukozytenbildenden Systeme, welche mit einer mehr oder weniger ausgepragten
Zellausschwemmung ins periphere Blut einhergeht. Leukamien sind definitionsgemal
monoklonal, d.h. das Leuk&mie induzierende Ereignis |43t sich auf die maligne
Transformation einer Zelle zurtckfihren. Sie sind eine heterogene Gruppe von
malignen Erkrankungen der hdmatopoetischen Zellen. Nach dem Zelltyp der malignen
Zellen unterscheidet man zwischen myeloischen und lymphatischen, nach ihrer
Entstehungsweise und Verlaufsform zwischen akuten und chronischen Leukamien.
Die Behandlung von Leukamien erfolgt meist mit polychemotherapeutischen Regimes,
die vor allem die stark proliferierenden leukamischen Zellen treffen. Da auch andere
stark proliferierende Gewebe getroffen werden, kommt es zu schweren z.T. todlichen
Nebenwirkungen. Ein Eingriff in die tumorspezifische Signaltransduktionskaskade, wie
er mit dem BCR-ABL spezifischen Tyrosinkinase Inhibitor Imatinib moglich ist, ist im
Vergleich zur herkémmlichen Polychemotherapie ein neuer Ansatz, der vertraglicher ist,

wenn die Wirkung nur den transformierten Zellklon trifft.

2.2 Die akute lymphatische Leukamie (ALL)

Die ALL hat ihren Ursprung in der malignen Transformation unreifer lymphatischer
Vorlauferzellen aus dem Knochenmark, dem Thymus, oder den anderen lymphatischen
Gewebe. Bei der akuten lymphatischen Leukdmie kommt es zu einer extremen klonalen
Proliferation und Akkumulation von lymphatischen Blasten. Charakteristischerweise
kommt es zur Ausschwemmung der pathologischen Lymphoblasten ins Blut, und zur
Verdrangung der normalen Hamatopoese im Knochenmark. Es liegt ein
Differenzierungsblock vor [1]. Die malignen Blasten kdnnen Lymphknoten, Leber, Milz,

Meningen und andere Kérperorgane infiltrieren.
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2.2.1 Epidemiologie der ALL

Die ALL tritt haufiger im Kindesalter auf als bei Erwachsenen, mit Haufigkeitsgipfeln im
3. Lebensjahr und im 7. Lebensjahrzehnt. Die Inzidenz liegt bei 1 Erkrankung / 100.000
Einwohner > 15 Jahre pro Jahr [2] .

2.2.2 Zytogenetik der ALL

In 60 bis 85 % der ALL-Patienten kdnnen numerische oder strukturelle Chromosomen-
Aberrationen, wie Translokationen, Inversionen oder Deletionen, nachgewiesen
werden, denen eine ursachliche Bedeutung in der Leukdmogenese zugeschrieben wird
[2]. Dass zytogenetische Abnormitaten die klinische Prognose beeinflussen, wurde
erstmals 1978 von Secker-Walker et al. berichtet [3], die zeigen konnten, dass ein
hyperdiploider gegeniber einem hypodiploiden Karyotyp eine bessere Prognose hat.
Chromosomen-Aberrationen fihren entweder zur Aktivierung von Genen, die
normalerweise wahrend der Hamatopoese nicht, oder weniger exprimiert sind, oder zur
Bildung von chimaren Genen, die den hamatopoetischen Vorlauferzellen Funktionen
vermittelt, welche sie normalerweise nicht inne haben. Chromosomenbruchstellen, die
in internen Intronen oder Exonen der beteiligten Gene liegen, fuhren zur Bildung von
chimaren Genen, deren Produkte entweder anders reguliert werden als die jeweiligen
Wildtyp-Genprodukte oder die Funktion der beteiligten Genprodukte modifizieren. Die
haufigste Translokation bei Erwachsenen ALL-Patienten ist die reziproke Translokation
von Chromosom 9 und Chromosom 22, aus der das sogenannte Philadelphia-
Chromosom hervorgeht, die in 15-30 % der Falle vorliegt [4, 5]. Sie ist mit hdherem
Alter, starkerer Leukozytose, L2 Morphologie und einer schlechten Prognose von
weniger als 10 % Langzeitiiberleben assoziiert [4-6]. Etwa die Halfte dieser Patienten

haben zuséatzliche chromosomale Anomalien, z.B. eine Monosomie 9.

2.2.3 Klinik der ALL

Der Beginn ist meist plotzlich mit Fieber, Abgeschlagenheit und Nachtschweil3. Infolge
der Verdrangung der normalen Hamatopoese kommt es zu Granulozytopenie,
Thrombozytopenie und Anamie, was mit einer vermehrten Anfalligkeit fur Infekte durch
Bakterien und Pilze, Anamie bedingter Blasse, Mudigkeit und Dyspnoe und einer
vermehrten Blutungsbereitschaft mit Blutungen aus Nase, Magendarm Kanal und
Urogenitaltrakt einhergeht. Durch Organinfiltration kommt es in einem Teil der Félle zu

Splenomegalie, Hepatomegalie und Lymphadenopathie und ZNS Symptomatik [5].
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2.2.4 Therapie der ALL

Behandlungsprinzip der ALL bei erwachsenen ist die aggressive Kombinations-
chemotherapie nach dem GMALL Studienprotokoll [7]. In die Therapieplannung gehen
die verschiedenen Risikofaktoren ein. Die Behandlung gliedert sich in mehrere Phasen,
die Induktionstherapie der eine Vorphase vorausgehen kann, und die Postinduktions-
oder Konsolidierungsbehandlung. Im Anschlu3 erfolgt fir 1 1/2 Jahre eine
Erhaltungstherapie. Wéahrend der Behandlungszeit wird eine ZNS-Prophylaxe mit
Schadelbestrahlung und intrathekaler Chemotherapie durchgefinhrt.

Durch diese Malinahmen laf3t sich bei etwa 80% der Patienten eine Vollremission
erzielen, in 40 % der Patienten erreicht man eine Langzeitremission. Patienten mit
schlechten prognostischen Faktoren, etwa 60% der erwachsenen ALL-Patienten, haben
nur eine Heilungsrate von 20 % wahrend Patienten ohne diese Faktoren Heilungsraten
von 60 % haben. Schlechte prognostische Faktoren sind hohes Alter, hohe
Leukozytenzahlen und das Philadelphia-Chromosom [8]. Bei Hochrisiko-Patienten ist in
der ersten kompletten Remission eine Knochenmarktransplantation zu erwéagen.

Die Philadelphia Chromosom positive ALL ist charakterisiert durch einen aggressiven
Verlauf und ein Langzeittiberleben von weniger als 10% mit Giblichen
chemotherapeutischen Regimes [6]. Und obwohl die allogene Stammzelltransplantation
potentiell kurartiv ist, sind Rickfalle trotz myeloablativer Konditionierung haufig.
Resistenz gegen eine Reihe von Zytostatika ist eines der Charakteristika der Ph*ALL.

Die Ursache dieser Zytostatika Resistenz ist noch nicht ausreichend geklart.

2.3 Die chronisch myeloischen Leukamie (CML)

Eine weitere Erkrankung, bei der das Philadelphia Chromosom eine herausragende
pathogenetische Bedeutung hat, ist die CML.

Die CML hat ihren Ursprung in der malignen Entartung einer pluripotenten Stammzelle
des Knochenmarks. Sie gehort zu den chronisch myeloproliferativen Erkrankungen und
ist dadurch gekennzeichnet, dass das periphere Blut massiv mit Zellen der ganzen
Myelopoese, aller Reifungsstufen, oft mit hohem Basophilenanteil tberschwemmt wird.
Sie war die erste Leuka&mie bei der eine Assoziation mit einer chromosomalen
Abnormitat nachgewiesen werden konnte [9]. Bei mehr als 90% der CML Patienten
findet sich das aus der reziproken Translokation t(9;22) hervorgehende Philadelphia
Chromosom. Etwa 5-10% weisen keine Philadelphia Translokation auf, wobei sich bei

etwa der Halfte molekulargenetisch eine BCR-ABL Rekombination findet. Die tbrigen
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Falle reprasentieren verschiedene Formen myeloproliferativer Erkrankungen mit
insgesamt schlechter Prognose. Der genetische Defekt flihrt zu einer so weitgehenden
Expansion des betroffenen Zellklons, dass sich in der Regel schon bei der
Diagnosestellung in allen teilungsfahigen Knochenmarkszellen das Philadelphia

Chromosom nachweisen lafit.

2.3.1 Epidemiologie der CML

Die CML tritt bevorzugt im mittleren und héheren Lebensalter auf, und besitzt eine
Inzidenz von 1-1,5 Erkrankung pro 100.000 Einwohner pro Jahr. Das mediane Alter bei

Diagnose liegt bei 60 Jahren [10].

2.3.2 Klinik und Verlauf der CML

Die CML verlauft phasisch. Die chronische Phase, bei der es noch zur Ausreifung der
myeloischen Zellen kommt, ist im Durchschnitt 4-5 Jahre stabil. Sie geht mit
unspezifischen Symptomen wie Abgeschlagenheit, Nachtschweild und
Oberbauchbeschwerden einher. Letztere rihren von der durch extramedulare
Blutbildung verursachten Splenomegalie. Im Verlauf der Erkrankung entstehen durch
genetische Instabilitdt zusatzliche Chromosomenveranderung (Ph-Duplikation,
Isochromosom 17, Trisomie 8, Trisomie 19), was zum Ubergang in die akzelerierte
Phase mit zunehmender Leukozytose, Andmie, Thrombozytopenie fiihrt. Nach einer
Dauer von durchschnittlich 6-18 Monaten kommt es durch erneute Mutationen
(p53/mdm-2, Rb-1, Ras) zur Blastenkrise mit heftigen therapierefraktaren
Allgemeinsymptomen und der Zunahme unreifer Zellen im Blutbild, wie es fur akute
Leukamien typisch ist. In 2/3 der Félle ist der Blastenph&notyp myeloisch, bei den

Ubrigen lymphatisch [10].

2.3.3 Bisherige Therapie der CML

Eine Behandlungsindikation besteht bei ausgepragter Leukozytose, Thrombozytose,
Anamie, symptomatischer Splenomegalie oder schweren Allgemeinsymptomen.
Interferon a wird bevorzugt eingesetzt und fuhrt bei mehr als 50 % der Patienten zu
hamatopoetischen Remissionen, in 10 % der Falle gar zu einer kompletten
zytogenetischen Remission mit absinken des Philadelphia-Chromosom positiven
Zellklons unterhalb die Nachweisgrenze [11]. Mittels PCR bleibt das BCR-ABL-Gen

aber weiter nachweisbar, so dass es auch hier nach Absetzen der Therapie zum
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Rezidiv kommt. Hydroxyharnstoff ist ebenso wirksam fihrt aber ebensowenig zu einer
Eradikation des malignen Zellklons, sondern lediglich zur Reduktion der leuk&mischen
Zellmasse. Einzig kurativer Ansatz ist derzeit die allogene
Knochenmarkstransplantation. Die Blastenkrise wird je nach Zelltyp nach den gleichen
Therapieschemata behandelt wie die akute myeloische bzw. die akute lymphatische
Leukamie [12].

2.4 Die BCR-ABL Translokation

Das Philadelphia Chromosom ist ein verkurztes Chromosom 22 welches aus der
reziproken Translokation, t(9;22)-(g34;911), zwischen den langen Armen von
Chromosom 9 und 22 zustande kommt [9, 13]. Es findet sich bei mehr als 90% der CML
Patienten und bei 15-30% der erwachsenen ALL-Patienten. Die Philadelphia
Translokation fligt ein 3"Segment des ABL-Gens von Chromosom 9g34 an das
5"Segment des BCR-Gens auf Chromosom 22q11, wodurch das BCR-ABL-Hybridgen
entsteht (siehe Abb.1). Das ABL —Gen codiert fur eine non-Rezeptor Tyrosinkinase mit
einem Molekulargewicht von 145 kD. Die exakte Lage der Bruchpunkte variiert von
Patient zu Patient. Im ABL-Gen streuen die Briiche Uber eine grof3e Distanz von 200 kb
im ersten Intron. Dagegen konzentrieren sich die Bruchereignisse im BCR-Gen in 2
Regionen, die als M-bcr (major-breakpoint cluster region) und m-bcr (minor-bcr)
bezeichnet werden. Bei nahezu allen CML Patienten liegen die Briiche in der 5,8 kb
grol3en, die Exons 12 bis 16 (historisch als b1 bis b5 bezeichnet) umfassenden M-bcr,
was zu einem b2a2 bzw. einem b3a2 Fusionstrankript fuhrt (siehe Abb.1). Es codiert
fur ein 210 kDa Fusionsprotein [14]. Bei etwa 50 % der Philadelphia Chromosom
positiven erwachsenen ALL-Patienten liegen die Briiche im 3"-Bereich des ersten BCR-
Introns, der m-bcr, was nach splicen der Exone el’und e 2°zu einer ela2 BCR-ABL m-
RNA fuhrt, und damit zu einem 190 kDa BCR-ABL Fusionsprotein (siehe Abb. 1) [15].
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Abb. 1: Translokation t(9;22)(g34;911) und ihr Fusionsprodukt ( Abb. aus [2])

Das Philadelphia Chromosom kommt durch die reziproke chromosomale Translokation eines 3'abl
Segments von Chromosom 9 an ein 5-bcr Segment auf Chromosom 22 zustande. Wahrend die
Bruchpunkte im ABL-Gen 5’ von Exon a2 auftreten, gibt es unterschiedliche Bruchpunkt Regionen im
BCR-Gen auf Chromosom 22. Abhangig von der Bruchpunktlokalisation in Chromosom 22, werden
unterschiedlich grof3e Segmente des BCR-Gens an das ABL-Gen Segment fusioniert. Es resultieren
unterschiedliche BCR-ABL Protein Produkte (p190, p210, p230).

2.4.1 Struktur und Funktion von ABL

Das ABL-Gen codiert fur eine ubiquitar expremierte non-Rezeptor Tyrosinkinase mit
einem Molekulargewicht von 145 kDa, welche sowohl zytoplasmatisch als auch nukleér
lokalisiert ist [16]. Im Bereich seiner N-terminalen Region besitzt ABL 3 SRC-homologe
Doméanen (SH1-3), wobei die SH1 Domane die Tyrosinkinase-Aktivitat besitzt, die durch
die SH2 Domane positiv und durch die SH3-Domane negativ reguliert wird [17]. Im
Zentrum des Proteins liegen Prolin reiche Regionen die mit SH3 Domanen andere
Proteine wie CRK interagieren kénnen [18]. Im Bereich des C-Terminalen Endes findet
sich ein nukleéares Lokalisierungssignal [19], ein DNA-Bindungsmotiv und eine F-Aktin
Bindungsdoméne [20]. Dem ABL-Protein werden eine Reihe unterschiedlicher
Funktionen bei der Regulation des Zellzyklus und der Auslésung des programmierten
Zelltodes zugeschrieben. Beispielsweise soll nukledres ABL durch Stress aktiviert

werden und p73 induzieren, ein proapoptotisches p53-Homolog [21].
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2.4.2 Struktur und Funktion von BCR
Die physiologische Funktion des ubiquitar exprimierten 160-kDa Proteins BCR ist

unklar. Das erste N-terminale Exon codiert fir eine Serin-Threonin Kinase. Es folgt ein
coiled-coil Motiv, welches es BCR erlaubt zu dimerisieren [22]. Im Zentrum des
Molekauls finden sich dbl &hnliche und Pleckstrin homologe Domanen, welche einen
Austausch von GDP durch GTP in Rho-guanidine exchange- Faktoren erméglicht. Der
C-Terminus besitzt GTPase Aktivitat fir Rac, einem Mitglied der RAS Superfamilie,
welche beispielsweise die Actinpolymerisierung und die NADPH-Aktivitat in Phagozyten
reguliert [23]. Zudem kann BCR an Tyrosine 177 phosphoryliert werden, welches dann

Grb-2, ein Adaptermolekil des Ras- Signalpfades, binden kann [24].

2.4.3 Besonderheiten von BCR-ABL und seine Signalpfade

Die onkogenen Varianten von ABL, also p210 BCR-ABL und p190 BCR-ABL aber auch
v-ABL, sind chimére Fusionsproteine. Die reziproke chromosomale Translokation von
Chromosom 9 und 22 fuhrt zu einer deregulierten Tyrosinkinase-Aktivitat und zur
exzessiven Tyrosinphosphorylierung intrazellularer Proteine, einschliel3lich BCR-ABL
selbst, und dadurch zur Stimulation multipler Signaltransduktionswege. Dies fuhrt zu
Veranderungen der Proliferation, der Differenzierung und des Adhasionsverhalten der
Zellen. Zudem wirkt BCR-ABL antiapoptisch.

Tyrosin-spezifische Proteinkinasen sind weitverbreitete Werkzeuge der Signalleitung.
Sie sind beispielsweise in die Aktivierung der Zellproliferation durch
Wachstumsfaktoren, eingeschaltet. Der PDGF-Rezeptor und der SCF-Rezeptor sind
klassische Rezeptortyrosinkinasen, deren katalytisches Zentrum durch Bindung eines
extrazellularen Wachstumsfaktors aktiviert wird. Typischerweise kommt es neben der
Phosphorylierung von Substratproteinen auch zur Autophosphorylierung der
Tyrosinkinase-Domaéne, hierdurch zur weiteren Aktivierung der Tyrosinkinase durch
Aufhebung der Autoinhibition und zur Schaffung von Bindungsstellen fur zugeordnete
Signalmolekile. Im Gegensatz zu den Rezeptortyrosinkinasen gehort, BCR-ABL wie
ABL zur Gruppe der Nicht-Rezeptortyrosinkinasen. Die Fusion mit dem bcr-Gen fuhrt
zur einer zytoplasmatischen Lokalisation und zu einer gesteigerten Aktivitat der ABL-
Tyrosinkinase, dadurch zur konstitutiven Aktivierung potentiell transformierender
Signalpfade.

Die Aktivierung einer C-terminalen ABL-Domaéne, die fur die Kopplung mit F-Actin sorgt,

durch das N-Terminale coiled-coil Motiv von BCR fiihrt zur Kopplung von BCR-ABL an
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das Zytoskelett, und verhindert den Ubertritt in den Zellkern, wo ABL in nicht
transformierten Zellen eine antiproliferative Rolle spielt [22]. Die zytoplasmatische
Lokalisation ist essentiell fir das Onkogen BCR-ABL. Wird BCR-ABL mit Hilfe von
Leptomycin B in den Zellkern eingeschlossen, so wirkt es wie ABL proapoptotisch [25].
BCR interferiert mit der Kinase inhibitorischen ABL Doméane SH3, was zur konstitutiven
Aktivierung der BCR-ABL Tyrosinkinase fuhrt. Eine grol3e Zahl von Substraten kann
durch BCR-ABL an Tyrosinresten phosphoryliert werden. Bedeutsam ist vor allem die
Autophosphoriylierung von BCR-ABL, weil sie die Bindung von SH2 Doméanen anderer
Proteine ermoglicht [26]. Die Autophosphorilierung von Tyrosine 177 ermdglicht die
Bindung von Grb 2 [27] Uber die Bindung von SOS kommt es dann zur Aktivierung der
kleinen GTPase RAS.

Der RAS-Signaltransduktionsweg ist ein Pfad der durch Wachstumsfaktoren und
Tyrosinkinasen aktiviert wird. Vermittelt durch RAF und die Serin-Threonin-Kinasen
MEK1 und MEK2 wird die p44/42 MAP-Kinase (Mitogen aktivierte Proteinkinase) Erk1/2
aktiviert, welche sodann in den Nukleus transloziert wird, wo sie Trankriptionsfaktoren
aktiviert. Ein konstitutiv aktiviertes RAS flhrt zur Transformation von Zellen und spielt
auch in der Pathogenese von BCR-ABL eine wichtige Rolle [28, 29].

Wie bei vielen anderen Tumoren ist auch bei der BCR-ABL positiven Leukamie der
Transkriptionsfaktor c-Myc tberexprimiert, was fur die Transformation essentiell ist [30,
31]. C-myc ist ein Mitglied der myc-Genfamilie, die aus 7 engverwandten Genen
besteht, und spielt eine Rolle bei der Proliferation, Transformation und Differenzierung
von Geweben [32]. Die c-Myc Expression wird durch Bindung von E2F1 an den c-myc-
Promotor erh6ht. E2F1 wiederum wird durch STAT5 und RAS aktiviert [33, 34].
BCR-ABL aktiviert durch direkte Phosphorylierung den Trankskriptionsfaktors STAT 5
[35]. Die STAT Transkriptionsfaktoren sind in der Signaltransduktion vieler Zytokine und
Wachstumsfaktoren involviert und regulieren Proliferation, Differenzierung und
Uberleben von Zellen [36]. STATS5, beispielsweise wird physiologisch durch IL3 aktiviert
[37]. Die Aktivierung von STAT5 durch BCR-ABL fuhrt zur vermehrten Expression von
BCL-X, und wirkt dadurch antiapoptotisch [34, 38-40]. Auch der PI3-Kinaseweg ist in
den antiapoptotischen Effekt von BCR-ABL involviert [41]. Die aktivierte PI3 Kinase
aktiviert AKT [42]. Diese Proteinkinase, die auch durch IL3 aktiviert werden kann, wirkt
antiapoptotisch durch Phosphorylierung des proapoptotischen BAD. Phosphoryliertes
BAD ist nicht mehr in der Lage antiapoptotische Proteine, wie BCL-X, zu binden, und

dadurch Apoptose auszuldsen [43]. AKT kann ausserdem eine Hochregulation von c-
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Myc und BCL-2 (einem weiteren antiapoptotischen Transkriptionsfaktor) bewirken [42].
Eine Reihe weiterer Substrate ist in der transformierenden Wirkung von BCR-ABL
involviert [26, 44-47].

Transformation

Talin

Adhesion I

Abb.2 stellt schematisiert einige Eigenschaften bzw. Signaltransduktionswege von BCR-ABL dar (Abb.
nach [44].
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2.5 Imatinib (Glivec™), ein spezifischer Inhibitor der ABL-Tyrosinkinase.
Die exzessive Tyrosinkinase-Aktivitat von BCR-ABL ist der Ausgangspunkt der
transformierenden Eigenschaften des Philadelphia Chromosoms [48]. Der Einsatz von
Tyrosinkinase Inhibitoren soll BCR-ABL, die Fahigkeit transformierend auf Zellen
einzuwirken, nehmen. Durch Hemmung der konstitutiv aktiven Tyrosinkinase-Aktivitat
soll die Siganltransduktionskaskade an ihrem Ursprung durchbrochen werden. Eine
Reihe von Tyrosinkinase-Inhibitoren, wie z.B. das Antibiotikum Herbimycin A sind in der
Lage, das Wachstum BCR-ABL positiver Zellen zu hemmen [49], und Differenzierung
zu induzieren [50]. Die naturlich vorkommenden Tyrosinkinasen haben jedoch den
Nachteil das sie auch andere Tyrosinkinasen unspezifisch inhibieren. Hierdurch ist ein
klinischer Einsatz nicht moglich.

In der Mitte der neunziger Jahre wurde Imatinib in einem Kinaseinhibitor Programm der
Firma Ciba Geigy (jetzt Novartis) bei der Suche nach Inhibitoren der PDGF-
Rezeptortyrosinkinase synthetisiert, und als ein potenter und selektiver Inhibitor der
BCR-ABL Tyrosinkinase identifiziert [51]. Imatinib Mesylat, Handelsname
Glivec™(Novartis), wurde frither als STI 571, und davor als CGP57148b bezeichnet. Es
ist ein 2—Phenylaminopyrmidin (siehe Abb. 3b), das im hochkonservierten
Nukleotidbindungsbereich der katalytischen Domane der ABL-Tyrosinkinase bindet,
was kompetitiv die Bindung von ATP verhindert. Hierdurch verhindert Imatinib Mesylat

Substratphosphorilierung und Autophosphorilierung von BCR-ABL [52] (siehe Abb.3a).

Ber-Abl
tyrosine
kinase

tyrosine
kinase

| X

CML CML

Abb. 3a (links) veranschaulicht die Wirkungsweise von Imatinib (Abb. nach [10]). Durch kompetetive
Bindung im Bereich des katalytischen Zentrums der Tyrosinkinase verhindert das 2-Phenylaminopyrmidin
Imatinib die Bindung von ATP, und damit die Phosphorylierung von Tyrosinresten der Substratproteine.
Abb.3b (rechts) stellt die Molekularstruktur von Imatinib dar.
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Neben BCR-ABL werden durch Imatinib auch die Tyrosinkinase von ABL, v-ABL, ARG,
die des PDGF-Rezeptors und die des C-Kit Rezeptors (CD 117) in submikromolaren

Konzentrationen kompetetiv inhibiert [53, 54]. Imatinib zeigte in vitro und im Mausmodell
eine Hemmung des Wachstums BCR-ABL positiver Zelllinien und primarer CML-Zellen,

wahrend BCR-ABL negative Zelllinien nicht beeinflusst wurden [55-58].

2.5.1 Imatinib (Glivec™) in der klinischen Anwendung

Zur Dosisfindung begann 1998 eine Phase | Studie, die Interferon o refraktare CML
Patienten einschloss [59]. Es wurden orale Dosen zwischen 25 und 1000 mg téglich
oral gegeben. Obwohl sowohl abl, c-kit als auch pdgf-rezeptor-gen negative Tiere z.T.
letale Missbildungen entwickeln [60], waren die unerwinschten Nebenwirkungen trotz
suffizienter Hemmung auch dieser Kinasen Uberraschend gering. Die haufigsten
Nebenwirkungen waren Ubelkeit, Myalgie, Odeme und Diarrhoe. Die bei einigen der
Patienten observierte Myelosuppression erklart sich durch die dominante Rolle, die der
BCR-ABL positive Zellklon in der Hamatopoese dieser Patienten ausmacht. Sie war bei
Patienten mit GIST-Sarkomen (,gastrointestinal stromal tumor*), bei denen eine
konstitutiv aktive C-Kit Mutation vorliegt, nicht beobachtet worden [61]. Bei Dosen tber
300 mg sprach ein grosser Teil der CML Patienten in der chronischen Phase, aber auch
der CML Patienten mit myeloischer Blastenkrise an.

Phase Il Studien folgten und zeigten fir CML-Patienten in der chronischen Phase eine
Ansprechrate von 95 %, bei 41 % mit kompletter zytogenetischer Remission. Nur 9 %
hatten nach 18 Monaten Therapie einen Ruckfall [62]. Patienten mit Philadelphia-
positiver CML in der akzelerierten Phase zeigten Ansprechraten bis 82 %, davon 17 %
mit kompletten zytogenetischen Ansprechen. 59% dieser Patienten waren 12 Monate
lang progressionsfrei. Eine Dosis von 600 mg zeigte mehr Effektivitat als kleinere
Dosen [63]. Bei Patienten mit CML in myeloider Blastenkrise lag die Ansprechrate bei
52 %, davon zeigten 8 % der Patienten ein komplettes hAmatologisches Ansprechen.
Bei 22 % der Patienten war die Ansprechdauer langer als einem Jahr [64]. Die
Ansprechraten bei Patienten mit lymphoider Blastenkrise und Ph*ALL lagen bei 29 %
fur komplettes Ansprechen (CHR 19 %, CMR 10 %). Weitere 31 % zeigten ein partielles
Ansprechen. Jedoch hatten die Patienten, die Ansprachen, nach durchschnittlich 2,2
Monaten einen Rickfall [65]. Da Imatinib nicht nur die Tyrosinkinasen von BCR-ABL,
sondern auch die des PDGF-Rezeptors, des SCF-Rezeptors C-Kit und von ARG

inhibiert, sind auch Anwendungen maoglich bei denen diese Tyrosinkinasen in die
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Pathogenese involviert sind. Fir GIST-Sarkome, bei denen aktivierte c-KIT Mutationen
eine pathogenetische Ursache sind, haben bereits klinische Studien, eine Wirksamkeit
von Imatinib nachweisen kdnnen, mit Remissionsraten um 60 % [61]. C-Kit spielt aber
auch bei einigen Formen von akuten myeloischen Leukamien, kleinzelligen
Bronchialkarzinomen, Keimzelltumoren, Myelomen und Neuroblastomen eine Rolle, so
dass es sich auch bei diesen Tumoren lohnen kdnnte, eine Anwendung von Imatnib zu
untersuchen [66, 67]. Bei Patienten mit chronisch myelomonocytarer Leuk&mie liegt ein
chimarer konstitutiv aktiver Tel-PDGF-Rezeptor als Resultat einer Translokation von
Chromosom 5 und 12 vor. Auch hier war Imatinib wirksam [68]. In Glioblastomen
besteht eine autokrine Aktivierung des PDGF-Rezeptors, die durch Imatinib inhibiert
wird [69].

2.5.2 Imatinib Resistenz

Resistenzen gegeniiber Imatinib bei Patienten mit Ph*ALL und bei Patienten mit CML
stellen das Hauptproblem in der Therapie mit diesem neuen Wirkstoff dar. Resistenz
gegen Imatinib schlief3t das priméare Nichtansprechen, und den Ruckfall nach initialem
hamatologischem Ansprechen ein (bei der Ph*ALL sprachen 40 % der untersuchten
Patienten weder komplett noch partiell an; alle Patienten die Ansprachen hatten einen
Ruckfall). Analysiert man die méglichen Ursachen, die zu einer Resistenz fihren
kodnnen, so ist zum einen an zusétzliche Mutationen zu denken, welche trotz
vollstandiger Inhibition der BCR-ABL Tyrosinkinase das Wachstum und Uberleben des
malignen Zellklons sichern. Diese Ursache ist also BCR-ABL unabhangig. Zusatzliche
Mutationen sind nicht nur in der akzelerierten Phase der CML und in der Blastenkrise
der CML héufig, sondern auch bei der Ph*ALL [70]. Eine weitere Ursache fur eine
Resistenzentwicklung ist die Reaktivierung der BCR-ABL Kinase.

Der am weitesten verbreitete Resistenzmechanismus, der bei in vitro Experimenten
auftrat, war eine bcr-abl-Gen Amplifikation [71]. In den Imatinib resistenten LAMA84R
und in den mit ber-abl p210 tranfizierten BA/F3 Zellen liess sich nach Imatinib
Langzeitexposition eine bcr-abl-Gen Amplifikation nachweisen, wahrend bei K562r
lediglich die BCR-ABL Proteinexpression gesteigert war [72, 73]. Ausserdem war bei
Uberexpression von BCR-ABL in 32D Zellen Imatinib vermindert wirksam [74]. Bei
CML-Patienten die nach initialem Ansprechen einen Rickfall erlitten, zeigte sich, dass
die Tyrosinkinaseaktivitdt zum Zeitpunkt des Ansprechens durch Imatinib inhibiert wird,
wahrend sie nach dem Ruckfall trotz Imatinib reaktiviert ist. Als Ursache liessen sich bei

Seite 13



etwa der Halfte der Untersuchten Patienten Punktmutationen in der ABL-Kinase
nachweisen, die zu einem Verlusts der Sensitivitat der Tyrosinkinase gegenuber
Imatinib fihren [75-78]. In einem Drittel der Falle liessen sich bei den Patienten BCR-
ABL Amplifikationen nachweisen [75, 76]. Auch bei 67 % der untersuchten Patienten
mit Philadelphia positiver akuter lymphatischer Leukamie liess sich eine Punktmutation
in der ABL-Kinase nachweisen, die nach dem Ruckfall auftrat [79]. Ein anderer
Mechanismus wurde mittels eines Nacktmaus-Xenograft-Modells identifiziert. Dazu
wurden Nacktméausen BCR-ABL positive KU812 Zellen gespritzt, und dann eine
Therapie mit Imatinib durchgefuhrt. Die Nacktmause entwickelten eine Resistenz die
nur in vivo bestand, die resistenten Zellen blieben in vitro sensibel. Als Ursache lies sich
die verminderte freie Serum Imatinib Konzentration nachweisen, die durch ein akut
Phase Protein, das a;-Glykoprotein, das Imatinib bindet, verursacht wird [80]. Andere
Untersuchungen konnten allerdings keinen Einfluss des humanen a;Glykoproteins bei
der Imatinib Resistenz bei CML Patienten ausmachen [81], so dass die Relevanz dieser
Daten noch umstritten ist.

Der meist untersuchte Mechanismus, der zu Resistenzen bei Chemotherapien fuhrt, ist
der Auswartstransport der Zytostatika durch zellmembranstandige Proteine aus der
Gruppe der ABC-Transporter, insbesondere durch P-gp und MRP1. Ein aktiver
Auswartstransport von Imatinib durch diese Proteine, und eine hierraus resultierende
Reduktion der intrazellularen Imatinib-Konzentration, kdnnte auch die Ursache der
Resistenz der BCR-ABL positiven Zellen gegeniber Imatinib sein.

In einer der resistenten LAMA84R Zelllinie liess sich eine erhéhte Expression des MDR-
1 Gen codierten P-gp nachweisen. [82]. Verapamil, ein kompetetiver Inhibitor des P-gp
mediierten Drugeffluxes, steigerte die Imatinib-Sensibilitat der Zelllinie.

Die hier vorliegende Arbeit sollte klaren ob Proteine der ABC-Familie, insbesondere
MRP1 und P-gp fur die Imatinibresistenz verantwortlich sind. Beide

Transmembranproteine werden im folgenden beschrieben.

2.6 Pleiotrope Zytostatika Resistenz (multidrug resistance) durch P-gp und
MRP1

Die simultane Resistenz von Tumorzellen gegeniber mehreren nicht verwandten
zytotoxischen Substanzen wird als multidrug resistance bezeichnet. Eine Form von

multidrug resitance ist durch Mitglieder der ATP-Binding-Cassette (ABC)-Transporter
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Familie bedingt. Dabei werden Zytostatika durch Membranproteine unter ATP-

Verbrauch aktiv aus der Zelle befordert.

2.6.1 Das MDR-1 Gen codierte P-Glycoprotein (P-gp)

Der am langsten bekannte Chemotherapeutika-Resistenzmechanismus ist durch die
Uberexpression von P-Glykoprotein (P-gp) bedingt.

Das durch das MDR 1-Gen (Multidrug-resistance-Gen 1) codierte P-Glycoprotein ist ein
glykosyliertes membranassoziiertes Phosphoglycoprotein (p170 kDa), das erstmals
1976 von Juliano und Ling bei einer mit Kolchicin selektierten Zelllinie beschrieben
wurde [83]. Es pumpt eine Reihe chemisch nichtverwandter Zytostatika und viele
andere Substrate aus dem Intra- in den Extrazellularraum [84, 85].

P-Glycoprotein transportiert lipophile ungeladene oder leicht positiv geladene, nicht
konjugierte Substrate, etwa Zytostatika wie Vincaalkloide, Anthracycline,
Epipodophylotoxine, Kolchizin, Taxane, Topotecan, Actinomycin [85]. P-gp gehdort zur
ATP-Binding-Casette (ABC)-Transporter Familie (ABCB1). Der Transport Prozel}
verlauft energieabhangig unter Hydrolyse von ATP oder GTP [86]. Der Transport kann
durch Inhibitoren gehemmt werden. Viele dieser Inhibitoren sind Substrate des
Transports, wie etwa Verapamil, Cyclosporin oder SDZ PSC 833 (ein nicht
immunsuppresives Cyclosporinanalogon), und wirken als kompetetive
Transportinhibitoren. Eine Reihe von Inhibitoren wie z.B. Vanadiumsauresalze wirken
durch Hemmung der ATPase dem Transport entgegen [87], wiederum andere
Inhibitoren verandern die Zellmembraneigenschaften (z.B. Detergentien) [88]. Die
Chemosensibilisierung mit P-Glycoprotein Inhibitoren ist in verschiedenen Studien
bereits erprobt worden [89, 90]. P-gp besteht aus zwei homologen Halften, die jeweils
aus einer Transmembrandomane (bestehend aus 6 hydrophoben Helices), einer ATP-
Bindungsstelle und Substrat-Bindungsstellen bestehen [91, 92]. Eine Linker-Region
verbindet die zwei homologen Halften des Molekiils (siehe Abb. 4). Die Linker-Region
enthalt Serine, die durch die Phosphokinase C phosphoryliert werden kdnnen. Erste
Ergebnisse, die zeigten, dass der Phosphorylierungsstatus die Pumpaktivitat und damit
den Zytostatikaresistenztyp beeinflussen, [93, 94] liel3en sich nicht bestatigen [95]. Ob
die Phosphorylierung Funktion und Stabilitdt von P-gp beeinfluf3t ist jedoch weiterhin
nicht abschlieRend beantwortet [96]. Physiologisch wird P-gp in der Mukosa von
Jejunum, lleum und Kolon exprimiert, vermutlich um die Aufnahme von lipophilen

Toxinen zu verhindern. In der Leber findet es sich auf der biliaren Seite, in der Niere auf
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der apikalen Membran des proximalen Tubulus und dient dort wahrscheinlich zur
Exkretion in Urin und Galle [97] (siehe Abb.4).

Auch ohne vorherige Chemotherapie ist in Karzinomen dieser Gewebe P-gp haufig
Uberexprimiert, was das geringe Ansprechen dieser Tumore auf
Hochdosischemotherapie erklart [96, 98].

P-gp wird in der Plazenta exprimiert [99], wahrscheinlich um den Fetus zu schitzen. In
der Nebenniere und anderen Steroidhormondrisen ist P-gp moéglicherweise an der
Steroidsekretion beteiligt [100]. In den Kapilarendothelien von Gehirn und Testis ist P-
gp an der Formierung der Bluthirn- bzw. der Bluttestesschranke beteiligt [101, 102]. Bei
mdrla Gen Knockoutméausen war die zentralnervose Toxizitat bisher harmloser
lipophiler Substanzen die Ursache fir eine im Vergleich zur Normalpopulation hohe
Letalitat [103].

m Oral Rt T e il Fecal:

Excretion

6TM 6TM
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>0 >
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region

Abb.4: Die linke Abb.(nach [104]) veranschaulicht die Proteinstruktur von P-gp, das aus zwei strukturell
homologen Halften mit jeweils einer aus 6 Helices geformten Transmembranregion und jeweils einer
ATP-Bindungsregion besteht. Die sogenannte Linker Region verbindet die beiden Molekilhalften. Die

rechte Abb.(nach [105])veranschaulicht die Schutzfunktion von P-gp gegenliber Toxinen.

Schon seit langerem ist bekannt das die pluripotente hamatopoetische Stammzelle
Rhodamin-123, ein P-gp Substrat, nicht akkumuliert. Ursache ist die hohe
physiologische Expression in diesen Zellen [106]. Mit einem anderen Fluoreszenz
Marker (Hoechst 33342) liel3 sich eine CD34°'CD38" Zellpopulation isolieren, die erst in
Kultur beginnt CD34" zu exprimieren, und die aufgrund ihrer P-gp Expression, einen
grof3en Teil des Fluoreszenzfarbstoffs exportiert. Es wird vermutet, dass P-gp fur diese
primitiven Stammzelle neben der protektiven Wirkung gegeniiber Xenotoxinen noch
weitere Funktionen erfillt, beispielsweise eine antiapoptotische Wirkung durch
Eliminierung zelleigener proapoptotischer Phospatidylserine, Ceramide und von
Caspase 3 und 8, oder Differenzierung verhindert indem es Retinoide eliminiert [104].
Auch in der malignen Hamatopoese ist die P-gp Expression mit Unreife bzw. der
Expression von CD34 (ein Oberflachenmarker der charakteristisch fir hAmatopoetische
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Stamm und Vorlauferzellen ist), assoziiert [107, 108]. Im Gegensatz dazu tragen reife
Granulozyten und Monozyten kein P-gp [109]. Bei etwa 40-50 % der AML-Patienten ist
P-gp zu Beginn der Erkrankung auf den myeloischen Blasten nachweisbar [110], und ist
ein prognostischer Faktor fiir das Ansprechen auf Chemotherapie und das Uberleben
[111-113]. Nach vorangegangener Chemotherapie liess sich ein Anstieg des MDR-1
Gens in AML Blasten nachweisen [114]. Bei CML Patienten mit Blastenkrise ist P-gp
Uberexprimiert, und auch im Vergleich zu Patienten in der chronischen Phase erhdht
[115-117]. Bei CML-Patienten in der chronischen Phase ist allerdings die MDR1 mRNA
Transkription nicht hoher als bei Normalpersonen [118]. Bei Patienten mit ALL ist die
Rolle von P-gp weniger klar. Aber in neueren Studien lies sich auch bei der ALL zeigen,
dass P-gp mit einem schlechteren Therapieergebnis und mit haufigeren Rickfallen
assoziiert ist [119, 120]. Vorhandensein des Philadelphia-Chromosoms bei der ALL
zeigt dabei keinen Einfluss auf die Haufigkeit der P-gp Expression [119, 121].

Die Regulation von P-gp ist bisher nur unzureichend beleuchtet. Das MDR-1 Gen kann
durch RAS-Uberexpression, Mutationen des p53 Gens, durch JNK und unspezifschen
Stress wie Hitzeschock induziert werden. IL 6, IFN Gamma und TNFa fuhren zu einer

Verminderung der MDR1 mRNA Expression in unterschiedlichen Zellsystemen [122].

2.6.2 Das Multidrug resistance associated Protein, MRP1

Das Multidrug resistance associated Protein, MRP 1, wurde 1992 erstmals von Cole an
einer durch Doxorubicin-Langzeitexposition selektierten, gegeniber multiplen
Zytostatika resistenten Bronchialkarzinomzelllinie beschrieben [123]. Auch MRP1 ist wie
das MDR1 codierte P-gp ein Mitglied der ABC-Transportprotein Superfamilie (ABCC1).
Es ist ein mit P-gp nur zu etwa 15% identisches glykosiliertes190 kDa Membranprotein
[124], das neben der membrandsen Lokalisation auch in intrazellularen Vesikeln
gefunden werden kann [125-127]. Mit der Zeit sind weitere MRP’s beschrieben worden,
so das dieser Zweig der ABC-Transporter-Familie momentan 7 Mitglieder zahlt [128].
Sie unterscheiden sich zum einen in ihrer Aminosauresequenz von den anderen ABC-
Transportern, durch eine Deletion von 13 Aminosauren in der ansonsten
hochkonservierten ATP-Bindungsregion 1. Zum anderen besitzen die MRP’s, bis auf
MRP 4 und 5, im Vergleich zu den meisten anderen ABC-Transportern eine zusatzliche
Transmembranregion im Bereich des aminoterminalen Endes und eine daran
anschlieBende zusatzliche Linkerregion [129]. MRP1 besteht also aus drei

Transmembrandomanen und zwei ATP-Bindungsregionen (siehe Abb.5). MRP1
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transportiert vor allem organische Anionen [130, 131], z.B. Methotrexat [132], aber auch
neutrale Substrate, wenn diese mit Gluthatione, Glucuronat oder Sulfat konjugiert sind,
wie Aflatoxin b1-Gluthadion oder Billirubin Glucoronid [133, 134]. So transportiert MRP1
Konjugate von Melphalan-Gluthadion, Etoposid-Glucuronid und Doxorubicin-Glutathion,
und verhindert das diese hydrophilen Verbindungen in der Zelle akkumulieren [133,
135]. Viele Zellen besitzen allerdings nicht die fiir die Phase Il der Giftstoffelimination
notwendigen Enzyme, die primar in der Leber vorhanden sind. Fir diese Zellen spielt
ein Cotransport bei dem einige unmodifizierte Substanzen, wie Vinca Alkaloide,
Etoposid und Anthracycline, mit Gluthation in unkonjugierter Form aus der Zelle
befordert werden, eine entscheidende Rolle [136, 137] (siehe Abb.5 rechts). Arsenit
kann nach Bildung eines Komplexes mit Gluthation aus der Zelle entfernt werden
[138]. Die Tatsache das MRP1 ein Gluthation Co-Transpoter ist, erklart, dass bei
gleichzeitiger Uberexpression von MRP1 und Gluthation-S-Transferase beide Proteine
synergistisch wirken [139]. MRP1 kann auch Gluthationdisulfit transportieren und spielt
so eine Rolle in der Antwort der Zelle auf oxidativen Stref3 [131]. MRP 1 vermittelt
Resistenzen gegen Vinca Alkaloide [140] Anthracycline, Etoposid [141] und Arsenit
[128]. MRP 1 transportiert mit hoher Affinitat Leukotriene C4 [142], einen
Entzindungsmediator der EinfluR auf die Gefal3permeabilitat und die Kontraktion glatter
Muskulatur hat.

( ™
Glu + Cys

] S - BSO —— | y-Glu-Cys-synthetase
] | | [ |

N23 N1008 N1156

-Glu-Cys + GI
5001." Y u yar y
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L] ]
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Abb.5: die Abbildung links veranschaulicht die Proteinstruktur von MRP1, links erkennt man die
zusatzliche Transmembran Doméne hier MSD1 genannt, und die zugehdrige Linkerregion(TMDgL,).
AuRerdem erkennt man auf der Abb. Bindungsstellen unterschiedlicher Antikérper. Die rechte Abb.
veranschaulicht die unterschiedlichen Transportmechanismen von MRP. Einige Substanzen (X), werden
als Konjugate transportiert, andere (Y) in einem Gluthation Co-Transport. Beide Wege bedurfen der
Gluthation Synthese aus Glu und Cys. Lediglich organische Anionen, Glucoronide und Sulfat-Konjugate

sind Gluthadion unabhangige Substrate.
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Der Transport von MRP1 kann mit diversen Substanzen, wie MK571 (einem Leukotrien
C4 Antagonisten), Probenecid, Sulfynpyrazon und Benzbromaron inhibiert werden
[143]. Die physiologische Funktion von MRP1 liegt vermutlich im Schutz vor
Xenotoxinen. MRP 1 ist im Gegensatz zu MDR1 oder MRP 2 nicht apikal, sondern
basolateral gelegen, fungiert also nicht nicht im Sinne einer Exkretion, sondern dient
dem Schutz der lumenwaérts gelegenen Zellen [128].

Ob MRP 1 nicht nur in Zelllinien Resistenz vermittelt, sondern auch fur klinische
multidrug resistance relevant ist wie P-gp, scheint weniger evident.

MRP1 ist in fast allen Geweben ubiquitar vorhanden. Eine Uberexpression wurde vor
allem in kleinzelligen Bronchialkarzinomen gefunden. Aber auch in grosszelligen
Bronchialkarzinomen, Karzinomen von Kolon, Brust, Blase, Prostata, Schilddriise und
Zervix, Gliomen, Neuroblastomen Fibrosarkomen wurde eine Uberexpression
nachgewiesen [144-146]. Bei Neuroblastomen mit schlechten Ansprechen auf
Chemotherapie besteht eine Erh6hung des MRP mRNA Levels, die mit einer
Amplifikation von n-myc einhergeht [147]. Bei der AML M4EQ, bei der es zur Inversion
von Chromosom 16 kommt, wird das MRP1 Gen entzweit, was zu einem besseren
Ansprechen auf Chemotherapie flihrt [148]. Bei CML-Patienten in der chronischen
Phase ist die MRP1 und MRP2 mRNA Transkription im Vergleich zu Normalpersonen
nicht erhéht. Im Gegensatz dazu wird MRP3, MRP4 und MRP 5 mRNA und héherem
Malf3 trankripiert als bei Normalpersonen [118]. Bei ALL-Patienten liel3 sich bei nur etwa
17 % (bzw. 30%) eine erhohte MRP1 Expression nachweisen. Ein Einflul3 auf das
klinische Ansprechen konnte nicht gezeigt werden [119, 120]. Vorhandensein des
Philadelphia-Chromosoms bei der ALL hat keinen Einfluss auf die MRP1 Expression
[119, 121]. Eine Studie zeigte das MRP1mMRNA Expression bei T-Zell-ALL ein
prognostischer Faktor ist [149], und auch fur AML Patienten konnte eine Untersuchung
zeigen, dass eine hohe MRP1-Aktivitat mit einer schlechten Prognose korreliert [150].
Dagegen zeigen andere Untersuchungen, dass MRP1 keinen Einfluss auf die Prognose
bei akuter myeloischer Leukamie hat [151, 152].

Uber die Regulation von MRP-1 ist wenig bekannt. Wildtyp p53 scheint die MRP1
Expression zu hemmen, dagegen wird ein Anstieg bei p53 Mutanten gefunden [153,
154]. In einer kolorektalen Tumorzelllinie konnte MRP1 durch Interleukin 13 und NO
induziert werden [155]. In einigen Zelllinien fuhrt oxidativer Stress zu einem Anstieg des
MRP1 Protein-Levels [156].
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2.6.3 MRP2 oder cMOAT

MRP?2 ist identisch mit dem schon langer bekanntem kanalikularen multispezifischen
organischen Aniontransporter MOAT [157]. MOAT, oder auch MRP2, ist ein ATP-
abhangiges Transportprotein, das in der Elimination von konjugierten organischen
Anionen involviert ist, welche durch Phase | und Il Reaktionen aus endogenen und
exogenen Substraten hervorgegangen sind [158]. Bei Defekt dieses Transportproteins,
wie er beim autosomal rezessiv erblichen Dubin-Johnson Syndrom besteht [159],
kommt es zu einer milden direkten Hyperbilirubinamie, aufgrund der mangelnden
Ausscheidung von Bilirubin-Konjugaten. MRP2 findet sich hauptséchlich in der Leber
und Niere [160]. In Nierenzellen wird MRP2 in der apikalen Membran gefunden, was
seine exkretorische Funktion veranschaulicht [161]. MRP 2 kann zu Resistenzen gegen

Methotrexat, Cisplatin, Anthracycline, Etoposide und Vincaalkaloide fihren [162]
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3 Materialien und Methoden

3.1 Primare Patientenzellen und Zelllinien

3.1.1 Primare Patienten Zellen

Patienten mit Ph*ALL , die an der ,Phase Il Studie zur Untersuchung von Sicherheit und
antileukamischer Wirkung von STI571 bei Patienten mit Ph*ALL “ [65] teilnahmen,
wurde vor der Therapie und nach Entwicklung einer Imatinib-Resistenz peripheres Blut
entnommen. Nach dem Studienprotokoll hatten diese Patienten vor Therapiebeginn
entweder einen Ruckfall nach vorhergehender Remission nach einer
Polychemotherapie, oder sie hatten trotz zweier Zyklen einer Standardchemotherapie
keine Remission erreicht.

Die mononuklearen Patientenzellen werden mittels Ficoll-Dichtegradient-Zentrifugation
durch Zentrifugation tber 20 Minuten bei 1650 rpm (Megafuge 1.0R, Heraeus) von den
anderen Zellen isoliert. Die gewonnen Interphasezellen werden in RPMI 1640 Medium
(Gibco BRL, Paisley, UK), das 10 % fetales Kalberserum (Hyclone®) enthalt,
gewaschen. Die Proben enthalten mindestens 70 % Blasten, bevor die mononuklearen
Zellen isoliert wurden. Die Zellen werden dann mit 10% DMSO (Fluka) und 10 %

fetalem Kalberserum (FCS) in flissigem Stickstoff gelagert.

3.1.2 Eigenschaften und Kulturbedingungen der verwendeten Zelllinien

3.1.2.1 MDR-1 und MRP1 transfizierte Zelllinien

Dr. Raymond Evers (damals Georg Speyer Haus) stellte freundlicherweise zwei MRP1
und MDR1 cDNA transfizierte Zelllinien (MDCKII und 2008)[163] zur Verfiigung. Die
MDR1 bzw. MRP1 Uberexprimierenden 2008 Zelllinien sind durch Transfektion mit
einem retroviralen Vektor, pCMV-neo, der MDR1 bzw. MRP1 cDNA enthalt, hergestellt.
Der Vektor wurde mit der Retrovirus Verpackungszelllinie Phoenix gewonnen.
Einzelklone wurden isoliert und analysiert. Sie zeigten eine stabile P-gp bzw. MRP1
Expression, und eine vorwiegend membrandse Lokalisation der Transportproteine [132,
163]. Gleiches qilt fur die mit MDR1, MRP2 bzw. MRP1 cDNA transfizierten Hunde-
Nierenkarzinomzelllinien MDCKII. Mit diesen Zellen ist es moéglich Methoden zur
Bestimmung des multidrug resistance Phanotyps zu testen.

Die 2008 Zelllinie ist eine humane, adharent wachsende Ovarialkarzinom Zelllinie.
2008/MRP1 und 2008/MDR1 und die Ausgangszelllinie 2008 werden in RPMI 1640
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(Gibco BRL, Paisley, UK) kultiviert, dem 10 % hitzeinaktiviertes fetales Kélberserum
(Serva®), 2 mmol/l Glutamin (Gibco BRL, Paisley, UK) und die beiden Antibiotika
Penicillin (50 U/ml) und Streptomycin (50ug/ml) ( beide Gibco BRL, Paisley, UK)
zugesetzt sind. Auch die MDCKII Zellen wachsen adharent. Sie werden in DMEM
(Gibco BRL, Paisley, UK) kultiviert, dem 10 % fetales Kalberserum (Serva®), Glutamin
(2 mmol/l), Penicillin (50 U/ml) und Streptomycin (50 ng/l) zugesetzt ist. Im Gegensatz
zu den 2008 Zellen bilden MDCKII Zellen ein polarisiertes, einschichtiges Epithel, bei
dem sich P-gp und MRP2 in der apikalen und MRP1 in der basalen Membran befinden.
Dadurch ist es mdglich Substrat Transportexperimente mit diesen Zelllinien
durchzufihren [163].

Zum Splitten werden die adhérenten Zellen alle 3 Tage nach Absaugen des alten
Mediums, und spulen mit PBS (Dublecos®) mit Trypsin (Gibco BRL, Paisley, UK)
Uberschichtet. Nach 5 min werden die Zellen mit serumhaltigem Medium abgespult. Ein
Funftel der abgeltsten Zellen wird dann in eine neue Kulturflasche gegeben, und neues
Medium zugeflgt.

3.1.2.2 BCR-ABL positive Zelllinien und andere Suspensionszelllinien

Die beiden BCR-ABL p190 positiven Zelllinien Tom1 [164] und SUP B15 [165]
entstammen von Patienten mit Ph*ALL, und haben einen Pra-B-Immunphénotyp. Sie
werden in RPMI 1640 dem 15% fetales Kalberserum (Serva®), Glutamin (2mmol/l),
Penicillin (50 U/ml) und Streptomycin (50 ng/ml) zugesetzt ist bei 37 ° C in einer 5 %
CO; enthaltenden feuchten Umgebung kultiviert. Etwa alle 48-72 h wird die Halfte der
Suspension verworfen und durch frisches Medium ersetzt. RegelméanRig wird Viabilitat
und Zellzahl mittels Trypanblau Farbung (Trypan Blue Stain 0,4%, GIBCO™)
kontrolliert. Fiir Experimente werden die Zellen in einer Dichte von 0,7 x 10° Zellen pro
ml ausgesat.

Die BCR-ABL p 210 positive humane B-Vorlaufer Zelllinie BV 173 [166] entstammt von
einem CML-Patienten mit lymphatischer Blastenkrise. Sie besitzt kein Wildtyp ABL. Sie
wird in RPMI 1640 mit 10 % FCS (Serva®) und den weiteren Supplementen kultiviert.
Fir Experimente werden die Zellen in einer Dichte von 0,5 x 10° Zellen pro ml ausgesét.
Die Zellen werden etwa alle 24-48 h 1/1 gesplittet.

Die humane Megakaryoblasten Leukamiezelllinie (AML M7) MO7e, ist eine
faktorabhangige, CD117 positive Zelllinie, die lediglich als Positivkontrolle verwendet

wird.
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Die von einem Patienten mit histiozytarem Lymphom stammende Zelllinie U-937 und
zwei mit BCR-ABL p190 tranfizierte Klone wurden freundlicherweise durch Fr. Dr. E.
Pucetti zur Verfligung gestellt. Sie werden alle 24-48 h 1/1 gesplittet. Sie werde in RPMI
1640 mit 10 % FCS (Serva®) und den weiteren Supplementen kultiviert.

Ba/F3 ist eine faktorabhé&ngige murine pro-B-Zelllinie. Die Zellen werden in RPMI 1640
mit 10% FCS (Serva®) kultiviert, dem 10 ng/ml IL-3 zugegeben wird. Die von Tim
Beissert freundlicherweise zur Verfugung gestellten p185 und p210 BCR-ABL
Transfektantenbulks werden ohne IL3 kultiviert.

Bei Inkubation der BCR-ABL positiven Zelllinien mit Imatinib werden in der Regel
Konzentrationen von 1-10 uM Imatinib (Novartis ) zugesetzt, und 24, 48 und 72 h in
serumhaltigem Medium kultiviert. Die Inkubation der Zellen mit dem MEK1/2 Inhibitor
PD98059 (NEB #9900) erfolgt unter serumfreien Bedingungen mit einer Konzentration
von 50 uM fir 24 h.

3.2 SDS-Polyacrylamid Gelelektophrese (SDS-PAGE) und Westernblot
3.2.1 Zelllyse

Zur Proteingewinnung ist es notwendig die Zellen zu lysieren. Dazu werden jeweils 5
Millionen Zellen nach zweimaligem waschen in kaltem PBS unter vortexen auf Eis mit
250 ul Lyse Puffer Giberschichtet. Der Lysepuffer enthalt zur Auflosung der Zellen das
Detergenz SDS. Um die durch die freiwerdende DNA zunehmende Viskositat zu
verringern, werden 0,5 pl Benzonase (Sigma-Aldrich) zugegeben. Zur Spaltung der
Disulfidbricken der Proteine wird Dithiothreitol (Sigma) in 1mM Endkonzentration
zugegeben.

Lyse Puffer: 1,5 ml Tris (USB)-HCL 1M pH 6,8 ; 3 ml SDS (USB) 20 %; 3 ml Glycerol
(ICN Biomedicals); 19,5 ml H,O

(fur die MAPK-Blots wurde dem Lyse Puffer zusatzlich NaF in 10 mM, und Na3VO4

(Sigma) in 20 mM Endkonzentration zugesetzt)

3.2.2 Bestimmung der Proteinkonzentration mittels des Spektrophotometers
Die Proteinkonzentration, der gewonnenen Zelllysate, werden nach der von Manchester
et al. (1996) beschriebenen Methode bestimmt. Hierbei macht man sich die starke
Absorption der aromatischen Aminosaurereste Tryptophan und Tyrosin bei 280 nm
zunutze. Die Lysate werden in einem Verhéltnis von 1:100 bzw. 1:50 in Wasser

verdunnt, und die Absorptionen bei 280 nm an einem Spektrophotometer (Ultrospec I,

Seite 23



Pharmacia, FB) bestimmt. Die zu verwendende Probenmenge wird mittels folgender
Formel errechnet.

Probenvolumen in pl: V= F x 0,6 / Extinktionzgonm

F ist ein Faktor, der das Probenvolumen in eine Gréf3enordnung von 10-25 pl bringen
soll, und fur den jeweiligen WB konstant.

3.2.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektophrese

Die gewonnenen Lysate werden mittels diskontinuierlicher SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (SDS-Page) nach Laemmli (1970) aufgetrennt. Acrylamid und
Bisacrylamid polymerisieren bei Zugabe von Ammoniumpersulfat zu einem Gel. Diese
Reaktion wird durch Temed katalysiert. Die Porengrol3e ist bei hohen
Acrylamidkonzentrationen geringer, eignet sich also besser zur Auftrennung kleiner
Proteine. Das Sammelgel hat eine geringere Polyacrylamid Konzentration (5 %), und
damit aufgrund der grof3en Poren keine Trennwirkung. Das Trenngel ist engporig, damit
die Proteine nach Groéf3e aufgetrennt werden. Je nach Molekulargewicht der
nachzuweisenden Proteine werden verschiedene Acrylamidkonzentrationen im
Trenngel verwendet (meist 7,5 %). Probe, Sammelgel und Trenngel enthalten CI™
lonen, wahrend der Elektroden Puffer Glycin enthalt. Der pH Wert des Sammelgels liegt
bei 6,8, der des Trenngels bei 8,8. Legt man eine Spannung an wandern die
Chloridionen mit hoher Mobilitat zur Anode, wahrend die Glycinionen die im Sammelgel
langsam wandern, da sie beim pH von 6,8 als Zwitterionen vorliegen. Die Proteine
laufen zwischen diesen beiden Anionen, und werden aufgrund des
Spannungsgradienten zwischen Leit- und Folgeionen konzentriert. Erreicht die
lonenfront das Trenngel, dissozieren die Glycinionen aufgrund des héheren pH-Wertes
im Trenngel von 8,8, und Uberholen die Proteine. Die im Sammelgel fokussierte
Proteinbande wird dann im Trenngel nach Grol3e aufgetrennt. Die SDS-PAGE erfolgt in
der Anwesenheit von SDS, einem anionischen Detergenz, das die Proteine denaturiert,
und ihnen eine der Proteingrol3e proportionale negative Ladung gibt. Aul3erdem enthalt
der Auftragspuffer Glycerol, damit die Probe eine héhere Dichte als der
Elektrodenpuffer bekommt und besser aufgetragen werden kann.

Die Gele werden nach den in Sambrook et al.,1989 beschriebenen Protokoll gegossen.
Die Elektrophorese erfolgt in Minigel-Apparaturen (Protean Il von BioRad). Zur
Bestimmung der Molekulargewichte der Proteine werden Standards bereits gefarbter
Proteine (SeeBIueTM Pre-Stained Standards, Novex oder BENCHMARK Prestained Protein
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Ladder) aufgetragen. Die aus der Proteinkonzentrationsbestimmung resultierende
Probenmenge wird mit Lyse Puffer erganzt, um gleiche Probenvolumina zu erreichen.
Es wird 10 % (v/v) Bromphenolblau 0,1 % (BioRad) zugegeben. Zur Spaltung von
Disulfitbricken wird 5 %(v/v) 2-Mercaptoethanol (Fluka, Feinchemikalien GmbH)
hinzugeflgt und fir 5 min gekocht. Die Elektophorese erfolgt bei konstanter Spannung
von 110 V fir 1,5 h.

Sammelgel: 2,5 ml Rotiphorese® Gel 30 (30 % Acrylamidlésung mit 0,8 %
Bisacyrylamid; Carl Roth GmbH), 3,7 ml 0,5 M Tris(Roth)-HCL L6sung pH 6,8, 8,5 ml
H,0, 150 ul 10% SDS-L6sung (aus SDS ultrapure, Carl Roth GmbH), 10 yl Temed
(Carl Roth GmbH), 0,2 ml APS 10 % (als letztes zugeben).

Trenngel (7,5%):7,5 ml Rotiphorese® Gel 30 (30 % Acrylamidldsung mit 0,8 %
Bisacyrylamid; Carl Roth GmbH), 7,5 ml 1,5 M Tris(Roth)-HCL Lésung pH 8,8, 14,5 ml
H,0, 300 ul 10% SDS-L6sung (aus SDS ultrapure, Carl Roth GmbH), 20 yl Temed
(Carl Roth GmbH), 0,2 ml APS 10 % (als letztes zugegeben)

Laufpuffer: 1,5 g SDS; 6 g Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan Roth; 15 g Glycin (alle 3:
Carl Roth GmbH®);1 | H,O

Ammoniumpersulfat (APS) 10%: 1 g APS ( Amresco, Solon, USA) wurden in 10 ml H,O
geldst, und Aliquots bei —20°C gelagert.

3.2.4 , Western Blotting“, Transfer von Proteinen auf Nitrocellulose-

Membran

Nachdem die Proteine durch die SDS-PAGE nach ihrer Gré3e aufgetrennt sind, werden
sie aus dem Gel elektrophoretisch auf eine Nitrozellulosemembran transferiert. Bei
Verwendung des Semi-Dry-Elektroblot (BioRad) werden auf die untere Elektrodenplatte
2 mit Blotpuffer angefeuchtete Lagen Filterpapier, die mit Blotpuffer benetzte
Nitrocellulosemembran (BioRad 2),das SDS-Gel und nochmals 2 Lagen Filterpapier
positioniert. Der Transfer erfolgt bei 180 mA pro Gel fur 1 h.

Beim Nasstransfer wird die Mini Trans-Blot Electrophoretic Transfercell (BioRad®)
verwendet. Das SDS-Gel wird luftblasenfrei auf die benetzte Nitrozellulose-Membran
(Protran, Schleicher & Schnell GmbH) gelegt, bevor sie zwischen je ein Filterpapier und
jeweils einen in Transferpuffer getrankten Schwamm positioniert wird. AnschlieRend
erfolgt die Uberfiihrung in die Nasszelle, in der bei 100 mA bei 4°C tiber Nacht
transferiert wird. Die Proteine werden mit Ponceau S-Farbeldsung auf der Membran

sichtbar gemacht, um die Gleichmaligkeit der Proteinverteilung nachzuweisen.
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Blotpuffer: 3,02 g Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan; 14,4 g Glycin (beide: Carl Roth
GmbH®);800 ml H,0;200 ml Methanol
Ponceau S-Farbelésung: 2 g Ponceau S; 30 g Trichloressigsaure; 30 g

Sulfosalicylsaure (alles bezogen von Merck, Darmstadt); 1 L H,O

3.2.5 Immundetektion von Proteinen

Nach dem Transfer werden die Nitrocellulosemembranen zur Absattigung der freien
Bindungsstellen mit 2 % Magermilchpulver (Gliucksklee) in TBST ( fur c-ABL, c-myc), 1%
Magermilchpulver + 1% BSA (Albumin Fraktion V; from bovine Serum; Boehringer
Mannheim GmbH) in PBST (fir MRP 1) oder 10 % fetalem Kalber Serum (Serva®) in
TBST ( fur Phosphotyrosin) fur 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Darauf folgt die
Inkubation mit dem Primarantikérper fur 2 h bei Raumtemperatur, oder tber Nacht bei
4° C. Nach dreimaligem Waschen mit TBST/PBST wird die Membran fir 1 h mit dem
Sekundarantikdrper bei Raumtemperatur inkubiert. Dieser ist mit einem Enzym
konjugiert (Peroxidase), welches nach Zugabe der entsprechenden Reaktionspartner,
Chemiluminenszenz auslést. Der Blot wird erneut 3x gewaschen und dann im Dunkeln
mit den beiden im Verhaltnis 1 zu 1 gemischten ECL Lésungen inkubiert. Die sichtbar
werdenden Proteinbanden werden mit Autoradiographiefilmen (Hyperfilm, Amersham
Life Science) detektiert. Nach der Detektion werden in manchen Féallen die Antikérper
von der Nitrozellulosemembran wieder abgel6st, um durch Einsatz neuer Antikérper
Informationen Uber andere Proteine zu erhalten. Hierzu wird die Nitrozellulose Membran
15 min in TBS-T gewaschen, und danach mit 55°C warmen stripping-Buffer
Uberschichtet. Danach wird die Membran bis zur vollstandigen Elimination des 3-
Mercaptoethanols mit TBST gewaschen und wieder geblockt.
ECL Losung 1: 2,5 mm Luminol, 0,44 ml p-Coumaric Saure (90mM in DMSO), 10
ml 1 M Tris HCI pH 8,5, auf 100 ml mit Wasser auffullen.
ECL Lo6sung 2: 64ul 30%H,0,, 10 ml 1M Tris HCI pH 8,5, auf 100 ml mit Wasser
auffillen.
PBST: 8g NaCl; 0,2 g KCI; 1,44g NaHPO, 2H,0; 0,2 g/l KH,PO4 ;1 | H,0;
500 pl Tween®20(Roth)
TBST: 5 ml Tris HCI pH 8 2 M; 30 ml NaCl 5 M; 965 ml H,O; 500 pl Tween®20(Roth)
Stripping Buffer: 0,697 ml f-Mercaptoethanol 14,3 M, + 3,25 ml Tris HCL pH 6,8 (2 M),
+ 10 ml SDS 20 %, + 80 ml H,O
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Primarantikorper

Sekundarantikorper

Anti c-ABL : Santa Cruz, POD-AnNti-Mouse POD conj.Affini
1/1000 in TBST Biotechnology 1/3000 in Pure Goat Anti-
TBST+0,5% Milk Mouse, Dianova
Anti Phosphotyrosin: Upstate POD-AnNti Mouse POD conj.Affini
1/500 in TBST biotechnology, 1/3000 in TBST+ Pure Goat Anti-
mouse monoclonal | 0,5% Milk Mouse, Dianova
IgGZbk lg/l

Anti MRPr 1:
1/500 in PBST
+1%Milk+1%BSA

Durch Dr.R.Evers
zur Verfiigung
gestellt

HRP-Goat Anti Rat
IgG(H+L) 1/1000 in
PBST+1%Milk
+1%BSA

Zymed (San
Fransisco ,USA)

Anti MDR 1 C219:
1/1000 in PBST

Durch Dr.R.Evers
zur Verfiigung

HRP-ANti mouse
1:1000 in PBST

Zymed (San
Fransisco ,USA)

+1%Milk+1%BSA gestellt +1% Milk+1%BSA
Anti c-mpc: (9E10) :sc 40 Santa Cruz POD-AnNti Mouse POD conj.Affini
1/500 in TBST Biotechnology 1/3000 in TBST+ Pure Goat Anti-

0,5% Milk

Mouse, Dianova

3.3 RNA Isolierung und Quantifizierung fir die RT-PCR von MRP1 und
MDR1

3.3.1 RNA-Isolation

Zur RNA-Isolation wird das High Pure RNA Isolation Kit (Boehringer Mannheim)
verwendet. Es werden 1 x 10° Zellen pro Zelllinie und Bedingung eingesetzt. Diese
werden nach einem Waschschritt mit PBS herunter zentrifugiert und in 200 ul PBS
aufgenommen. Die Zellen werden dann mit einem Triton®X100 und Guanidiniumchlorid
enthaltenden Lysepuffer lysiert. Das chaotrope Salz Guanidiniumchlorid fahrt zur
spezifischen Bindung der Nukleinsauren an eine Glasfaseroberflache und denaturiert
vorhandene RNasen. Kontaminierende DNA wird mittels DNase zerstort. Nach einigen
Waschschritten zur Entfernung von Salzen und Proteinen wird die gewonnene RNA in

Wasser eluiert. Fur das genaue Protokoll siehe Kit-Anleitung.

3.3.2 Spektrophotometrische Bestimmung der RNA-Konzentration und

Kontrolle der RNA Qualitat in einem Agarosegel

Die RNA-Konzentration der Proben werden spektrophotometrisch durch Messung der
Extinktion bei 260, 280 und 320 nm und darauffolgender Errechnung bestimmt.
C= ODzeo x fx 40 ng/ml
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Um die Richtigkeit der errechneten Werte zu tUberprifen, werden aquivalente RNA-
Mengen in einem 0,7 % Agarosegel aufgetrennt. Hierzu wird die Agarose (0,7g Agarose
(Carl Roth GmbH) + 100 ml TAE) in der Mikrowelle vorsichtig zum Kochen gebracht,
nach leichtem Abkuhlen 5 pl Ethidiumbromid (Carl Roth GmbH) zugegeben, und die
Agarose dann in eine abgedichtete Kammer gegossen. Bei Darstellung sauberer
Banden der ribosomalen 18S-rRNA, und der 28S-rRNA wird die RNA Qualitat als gut
befunden (keine Degradierung), und zudem grob abgeschatzt, ob aquivalente Mengen
aufgetragen sind.

TAE-Puffer: 484 g Tris, +114 ml Essigsaure 100%, + 74,4 g Na,EDTAX2H,0, auf 2 | mit

H,O auffillen.

3.3.3 RT-PCR zur Detektion von MRP1 bzw. MDR1ImMRNA

Die RT-PCR wurde freundlicherweise durch Frau Dr. Ulrike Stein und ihre Mitarbeiter
am Max-Delbruck-Zentrum in Berlin durchgefiihrt [167, 168].

3.4 Immunfluoreszenz-Mikroskopie zur Lokalisierung von MRP-1

Die Immunfluoreszenz-Mikroskopie ermdglicht es extrazellulare und intrazelluléare
Proteine mit dem Fluoreszenzmikroskop darzustellen. Es werden fiir die jeweiligen
Proteine spezifische Antikdrper benutzt. Der hier verwendete Antikorper MRPrl1 erkennt
ein intrazellulares Epitop (siehe auch Abb.1.8.2). Daher ist eine Permeabilisierung der
Zellen notig. Die Zellen wurden auf einem Deckglas fixiert, und permeabilisiert, um die
intrazellular gelegenen Epitope mittels des fur MRP 1 spezifischen Erstantikérpers
MRPrl zu markieren. Dieser wird dann mit dem Fluoreszenzfarbstoff cy3 konjugierten

Anti-rat Zweitantikdrper (Calbio Chem Dianova) markiert.

3.4.1.1 Vorbereitung der Zellen
Je 5x10° Zellen der Zelllinien SUP B 15 und BV 173 wurden in 10 ml RPMI 1640,
welchem 10% fetales Kélberserum zugesetzt war, mit oder ohne 1 uM Imatinib fir 48 h

kultiviert.

3.4.1.2 Vorbereitung der Deckglaser
Die Deckglaser werden mit Spulmittel gewaschen und dann nacheinander in
doppeltdestilliertes Wasser, Methanol (Carl Roth GmbH) und Aceton (Carl Roth GmbH)

getaucht. Nach Trocknen wird mit einem DAKO-Pen der Rand kreisférmig umrandet.
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Die Deckglasflache werden mit Poly-D-Lysine (1 mg/ml in H,O) fir 30 Minuten

Uberschichtet, und nach Abnehmen des Restes, getrocknet.

3.4.1.3 Fixierung und Permeabilisierung der Zellen auf den Deckglasern

Pro Deckglas werden 1x10° Zellen verwendet. Diese werden fiir 5 min bei 1200 rpm
herunter zentrifugiert, der Uberstand dekantiert, die Zellen erneut in PBS aufgenommen
und erneut zentrifugiert. Nach Dekantieren werden je 1 Mio. Zellen in 30 pl PBS
resuspendiert, und das Deckglas gleichmaf3ig mit der Zellsuspension benetzt. Nachdem
die Zellen bei 4°C 30 min lang auf das Deckglas sedimentieren, wird dieses mit einigen
Tropfen PBS Uberschichtet, das gleich darauf wieder abgesaugt wird. Die Zellen
werden fixiert, indem sie mit 3,7% Paraformaldehyd (Merck, Darmstadt) Uberschichtet
werden, das nach 10 min wieder abgesaugt wird. Nach dreimaligem Waschen mit PBS
wird das Deckglas zur Permeabilisierung der Zellen mit Triton X 0,1 % (Sigma)

Uberschichtet und 5 min inkubiert.

3.4.1.4 Farbung der Praparate

Der 1. Antikdrper, Anti-MRP1 r1, wird 1/100 in PBS/ 1% BSA (Carl Roth GmbH)
verdunnt. Das Deckglas wird dann mit der Antikrpermischung benetzt. Nach
Inkubation von 1 h bei Raumtemperatur wird dreimal mit PBS gewaschen. Um Effekte,
die durch unspezifische Bindungen des Zweitantikdrpers entstehen, auszuschlie3en
wird als Negativkontrolle zusétzlich ein Deckglas nur mit PBS/BSA inkubiert. Der 2.
Antikdrper, Anti-rat cy3, wird 1/100 in PBS/ 1% BSA verdiunnt auf die Zellen gebracht,
und 30 min inkubiert. Nach zweimaligem Waschen mit PBS und einmaligem Waschen
mit Wasser, wird das Deckglas zum Trocknen aufgestellt.

Auf einen Objekttrager werden dann 12 pl Mowiol aufgetropft und das trockene
Deckglas blasenfrei auf den Objekttrager gelegt. Nach Ausharten des Mowiols wird
schlie3lich das Deckglas mit Nagellack umrandet und kann bei 4°C im Dunkeln

aufbewahrt werden.
3.4.1.5 Auswertung

Die Praparate wurden durch Herrn Dr. Evers am konfokalen Fluoreszenzmikroskop im

Max Planck Institut flr Hirnforschung ausgewertet.
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3.5 DurchflulRzytometrie

Im Durchflu3zytometer werden die zu untersuchenden Zellen einzeln in die Mel3klvette
gesaugt. Dort werden sie von einem Argonlaser mit einer Wellenlange von 488 nm
bestrahlt. Funf unterschiedliche Detektoren dienen der Analyse des die Zelle
verlassenden Lichts. Das Vorwartsstreulicht, FSC, wird in Richtung des einfallenden
Lichtstrahls gemessen, und gibt Aufschlufl3 Uber die ZellgroRe. Das Seitwartsstreulicht,
SSC, gemessen im 90° Winkel zum Laserstrahl, ist ein Parameter, der die Granularitat
und Membranfaltung widerspiegelt. Um weitere Informationen tber die Zellen zu
bekommen, kann man die Zellen mit Fluorochromen anfarben, die sich durch den
Argonlaser zur Fluoreszenz anregen lassen. Die Emissionsspektren der jeweiligen
Fluorochrome ist eng, und wird mit den drei Fluoreszenzkanalen FL-1, FL-2 und FL-3
gemessen. Die Intensitat des emittierten Lichts ist der Zahl der Fluorochrom markierten
Molekule proportional. Durch die Verwendung mehrerer fluoreszierender Farbstoffe ist
eine mehrfache Charakterisierung einer Zelle méglich. Die Uberlappung der Emissionen
unterschiedlicher Fluorochrome Iaf3t sich durch Herausrechnen des in den anderen
Fluoreszenzkanal hintiberreichenden Anteils mittels Fluoreszenzkompensation trennen.
Die gewonnenen Daten werden unter Verwendung von PC-Lysis Il Software (Becton

Dickinson) ausgewertet.

3.5.1 Durchflu3zytometrie zur Untersuchung der cKIT Expression in
Zelllinien
Zur Messung der SCF-Rezeptor Expression in den verwendeten Zelllinien wird ein
Fluorchrom markierter Antikbrper gegen den Oberflachenmarker CD117 verwendet, der
dem SCF-Rezeptor entspricht.
Hierzu werden je Bedingung 100.000 Zellen pro FACS RoOhrchen eingesetzt. Die Zellen
werden bei 1200 rpm fur 5 min zentrifugiert (Megafuge 1.0R, Heraeus), und nach
Verwerfen des Uberstands in 2 ml PBS + 1 % fetales Kalber Serum (Serva)
aufgenommen. Das FCS im Waschpuffer soll Giberschissige Bindungen abséttigen, die
mit dem Antikorper kreuzreagieren konnen, und so einen unspezifischen stérenden
Hintergrund produzieren wirden. Nach einer Inkubationszeit von 15 min wird erneut fur
5 min bei 1200 rpm zentrifugiert, und dekantiert. Zum Pellet werden dann unter
Vortexen entweder 5 ul des spezifischen PE markierten CD117 Maus IgG;-Antikorpers,
oder des Kontrollantikdrpers, isomatched PE labbeled mouse 1gG;, zugegeben. Nach

einer Inkubationszeit von 20 min bei 4°C, werden die Proben mit 2 ml Waschpuffer
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resuspendiert, und nach erneutem Zentrifugieren und Dekantieren in PBS + 2 %
Formaldehyd (Carl Roth GmbH) aufgenommen. Es werden die Vorwarts- (FSC) und
Seitwartsstreuung (SSC), sowie die Fluoreszenz im FL2 Kanal detektiert. Die Daten
werden anschlieRend und mittels PC-Lysis Il Software (Becton Dickinson) ausgewertet.

3.5.2 Durchflu3zytometrie zur Untersuchung der MRP1 Proteinexpression
Zur Messung der Proteinexpression ist neben dem Westernblot, die
DurchfluRzytometrie eine weitverbreitete Methode. Um die MRP1-Proteinexpression zu
bestimmen kann ein Maus-Antikorper, Anti-MRPmM6, verwendet werden [169].

Dieser Antikorper erkennt eine intrazellulare Region von MRP1 im Bereich der C-
terminalen ATP-Bindungsregion (Abb.5). Die intrazellulare Lokalisation macht eine
Permeabilisierung der Zellmembran notwendig. Eine Unterscheidung zwischen toten
und lebenden Zellen ist nach diesem Schritt nicht mehr moglich.

Pro Bedingung werden 500.000 Zellen verwendet. Die Zellen werden bei 1200 rpm fir
5 min zentrifugiert (Megafuge 1.0R, Heraeus), nach Dekantieren des Uberstands in 1 ml
PBS (Dublecos)/ 0,5 % BSA (Roth) aufgenommen und erneut herunter zentrifugiert.
Nach Dekantieren des Uberstands wird das Zellpellet durch leichtes Klopfen
resuspendiert. Die Zellsuspension wird aufgenommen und langsam unter Vortexen in 1
ml —20° C kaltes Methanol (100%, Carl Roth GmbH) getraufelt. Das Methanol dient
dabei zur Permeabilisierung und Fixierung. Die Probe wird dann fir 15 min bei —20°C
gelagert, und dann bei 1200 rpm fiir 5 min zentrifugiert, der Uberstand dekantiert, und
die Zellen in 4°C kaltes PBS/0,5 % BSA resuspendiert. Das BSA dient hierbei zum
Absaéttigen Uberschissiger Bindungen. Nach einer Inkubationszeit von 15 min, werden
die Zellen erneut durch Zentrifugation pelletiert und in 30 pl PBS/ 0,5 % BSA
resuspendiert. Pro Probe werden dann 2 pl Anti-MRPmMG6 (2 pg/ml; IgG;) oder 2 pl BD
isotype matched IgG1 Antikérper (Becton Dickinson) zugegeben und 45 min inkubiert.
Der IgG1 Antikorper dient als unspezifische Kontrolle. Nach Ablauf der Inkubationszeit
werden zu jeder Probe 2 ml PBS/ 0,5% BSA gegeben und die Zellen durch
Zentrifugation pelletiert. Nach Verwerfen des Uberstands erfolgt die Wiederholung des
Waschschrittes. Das Pellet wird durch leichtes Klopfen resuspendiert und je 30 pl in ein
FACS Rohrchen tberfuhrt. Zur Markierung des Erstantikdrpers werden 2 ul des Anti-
mouse-PE-labbeled- Antikorpers zugegeben, und bei Raumtemperatur fir 30 min
inkubiert. Nach einem Waschschritt mit PBS + 0,5 % BSA, werden die Zellen pelletiert
und in PBS/ 2 % Formaldehyd aufgenommen. Die Messung erfolgte am BD FACScan,
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wobei FSC, SSC und FL2 detektiert wurden. Die Auswertung erfolgte unter
Verwendung von PC-Lysis Software.

3.5.3 Calcein-Assay zur Beurteilung der funktionellen Aktivitat von MRP1
und P-gp

Neben Methoden, welche die Proteinexpression von MRP1 oder P-gp messen
(Westernblot siehe 2.2 bzw. FACS mit MRPm6 siehe 2.5.2), und der Detektion des
MRNA Levels (siehe 2.3), ist es auch mdglich die Funktion dieser Transportproteine zu
bestimmen [170]. Unter Verwendung der Durchflul3zytometrie wurde hierzu Calcein-
Acetoxymethyl Ester genutzt (Calcein AM, Molecular Probes, Leiden, Niederlanden).
Das hydrophobe Calcein AM akkumuliert aufgrund seiner Lipophilie in der zellularen
Plasmamembran. Zellulare Esterasen produzieren durch Abspaltung des
Acetoxymethylrests, das fluoreszierende Calcein, das aufgrund seiner Hydrophilie in
der Zelle gefangen ist (Abb.6).

Calcein wird durch eine Frequenz von 494 nm zur Fluoreszenz angeregt. Es emittiert
grunes Licht mit einer Frequenz von 517 nm, mef3bar im FL1 Kanal des FACScan
(Becton Dickinson). Aktives P-Glykoprotein ist in der Lage Calcein-AM aus der
Plasmamembran zu transportieren, und so den Anstieg der intrazellularen Calcein
Konzentration zu verhindern [171]. Die intrazellulare Akkumulation von Calcein, und die
damit verbundene vermehrte Fluoreszenz, ist also bei P-gp Uberexprimierenden Zellen

geringer als bei Vergleichszellen (Abb.6).

Normal Cell

Cell membrane
~.

Esterase s

52 &8 oy

Calcein

Abb. 6: die Abbildungen zeigt oben

schematisiert wie das nicht fluoreszierende

Calcein AM
MDR protein -~ Calcein AM in die Zellmembran eindringt
und von membransténdigen Esterasen in
das fluoreszierende Calcein umgewandelt
MDR Cell wird, das in der Zelle gefangen ist. Die
untere Abbildung veranschaulicht wie eine
P-gp (gelb) Gberexpremierende Zelle dies
Calcein AM durch sofortigen Auswartstransport von

Calcein AM aus der Zellmembran
verhindert.

Seite 32



Auch MRPL1 transportiert Calcein-AM, und ist zusatzlich in der Lage das hydrophile
Calcein aus der Zelle zu entfernen [143]. Calcein ist auch ein Vitalitatsmarker, da
intakte Zellmembranen es nicht entweichen lassen, wenn sie keine Transportproteine
besitzen. Erst wenn die Integritat der Zellmembran infolge des Zelltodes zugrunde geht,
tritt Calcein nach auf3en. Um tote Zellen von resistenten Zellen zu unterscheiden, ist es
also notwendig tote Zellen auszuschlie3en. Hierzu wird Propidiumiodid verwendet, das
die intakte Zellmembran nicht durchdringen kann. Es interkaliert in die DNA toter Zellen,
die ihre Zellmembranintegritat eingebif3t haben. Die rote Fluoreszenz von
Propidiumiodid &Rt sich im FL2 Kanal des FACScan nachweisen.

Will man die Transportaktivitat der Zellen quantifizieren, ist es moglich die Fluoreszenz
einer mit MDR1 oder MRP1 cDNA transfizierten Zelllinie mit ihrer Ausgangszelllinie zu
vergleichen. Dieses vorgehen ist allerdings nur bei Transfektanten und bei unter
Langzeitexposition mit Zytostatika auf Resistenz selektionierten Zelllinien mdglich, da
es das Vorhandensein, einer weniger resistenten Ausgangszelllinie voraussetzt. Man
kann fur die transfizierten Zelllinien einen Resistenz-Aktivitats Faktor (RAF) errechnen
der die Zunahme des Calceintransports im Vergleich zur Ausgangszelllinie beschreibt
(siehe 2.5.3.1). Neben der fehlenden Anwendbarkeit bei nicht transfizierten Zellen, ist
ein weiterer Nachteil, das der errechnete Wert die intrinsische Aktivitat dieser Proteine
in der nicht transfizierten Zelllinie verschleiert.

Da eines der Ziele dieser Arbeit auch die Messung der funktionellen Aktivitat von P-gp
und MRP1 in mononuklearen Zellen von Patienten war, wurde ein anderer Weg
gegangen. Hierbei blockiert man die Transportaktivitat mit Inhibitoren wie Verapamil,
PSC 833, Probenecid oder Indomethacin, so dass es zum Anstieg der intrazellularen
Calcein Konzentration, und damit der Fluoreszenz, kommt. Durch die Inhibition der
Transportproteine und der daraus resultierenden Akkumulation des fluoreszierenden
Calceins im Zytoplasma der Zellen mit inhibiertem Transport, entsteht eine verstarkte
Fluoreszenz im Vergleich zu Zellen mit ungehemmten Transport. Dividiert man die
Differenz der Fluoreszenz bei inhibiertem Transport und der Fluoreszenz bei
ungehemmtem Transport durch die Fluoreszenz bei inhibieter Transportaktivitat erhalt
man einen Wert, der die vorhandene Transportaktivitat veranschaulicht. Dieser Quotient
wird auch als multidrug resistance activity factor (MAF) bezeichnet [112]. Hohe Werte
zeigen eine grol3e Differenz in der Fluoreszenz zwischen den inhibierten und den nicht
inhibierten Zellen, und lassen einen hohen Auswartstransport und dementsprechend

eine starke Resistenz gegentber einer Vielzahl von Zytostatika annehmen. Durch
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Verwendung spezifischer Inhibitoren fir MRP1, bzw. P-gp kann auf3erdem
unterschieden werden ob MRP1 oder P-gp Ursache der Zytostatikaresistenz ist [172].
Jeweils 2x10° Zellen pro FACS-R&hrchen (Falcon Nr.2052) werden in 450 pl
serumfreiem RPMI 1640 (Gibco BRL, Paisley, UK) resuspendiert. Die unterschiedlichen
Inhibitoren von P-gp und MRP1 werden in den jeweiligen Konzentrationen zugegeben
(siehe 2.5.3.1 und 2.5.3.2). Zusatzlich wird eine Negativkontrolle mit Wirkstoff freiem
Ldsungsmittel (DMSO) versetzt.

Nach einer 20 minttigen Prainkubation im Wasserbad bei 37° C, erfolgt die Zugabe von
Calcein AM (0,1 puM). Jedes FACS Roéhrchen inkubiert dann exakt 15 Minuten bei 37°C.
Zur Beendigung des Transports werden die Proben auf Eis gestellt und dann bei 1200
rpm fir 5 min bei 0° C zentrifugiert (Megafuge 1.0R, Heraeus).

Nach Dekantieren des Uberstands werden die Zellen in eiskaltem PBS resuspendiert,
erneut pelletiert und schlie3lich in eine PBS/Propidiumiodid Lésung ( 5 pug Pl pro ml
PBS) aufgenommen.

Die Messung erfolgt unter Detektion von FSC, SSC, FL1 (griine Calcein Fluoreszenz)
und FL2 ( rote Propidiumiodid Fluoreszenz) Charakteristika mit einem BD FACScan.
Die Kompensation wird unter Verwendung nur mit einem Fluoreszenzfarbstoff gefarbten
Vergleichszellen eingestellt. Schliel3lich erfolgt die Kalkulation unter Verwendung von
PC-Lysis Il Software (Becton Dickinson), wobei nach Setzung eines Gates um die
lebenden Zellen (Propidiumiodid negativ) in einem FSC/FL2 Dotplot, die Fluoreszenz
des Calcein in einem FL 1 Histogram dargestellt wird.

Die Berechnung des multidrugresistance activity factors (MAF) erfolgt unter
Verwendung der mittleren (mean) FL1 Werte.

MAF=100*(Mittelwert Inhibitor - Mittelwert DMSO Ko.)
Mittelwert Inhibitor

3.5.3.1 Austestung verschiedener P-gp Inhibitoren auf Effektivitdt und Spezifitat im
Calcein-Assays unter Verwendung mit MDR1 bzw. MRP1 cDNA transfizierten
Zelllinien

Die adharenten 2008 Zellen werden durch trypsinieren in Suspension gebracht. Um den

Effekt unterschiedlicher Inhibitoren auf die intrazellulare Calcein Akkumulation zu

untersuchen werden die 2008 Zelllinie und ihre mit MRP1 bzw. MDR1 cDNA

transfizierten Tochterzelllinien mit unterschiedlichen Inhibitoren in verschiedenen

Konzentrationen 20 Minuten bei 37°C inkubiert, und dann ein Calceinassay wie oben
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beschrieben durchgefihrt. Zu jeder Inhibitorkonzentration wird der dazugehérige MAF-
Wert errechnet. Wenn mdglich wird fur die Inhibitoren die ICso bestimmt, also die
Inhibitor Konzentration, die notwendig ist um 50 % des maximalen MAF-Werts zu
erreichen. Aul3erdem wird der RAF bestimmt, also der Wert der die Calcein-
Fluoreszenz der transfizierten und der nicht transfizierten Zellen vergleicht, wenn keine

Inhibitoren zugegeben sind.

RAF=100x(mittlere Fluoreszenzg ; Ausgangszelllinie - mittlere Fluoreszenzg,;

Resistente Zelllinie)/mittlere Fluoreszenzg ; Ausgangszelllinie

3.5.3.2 Messung der MAF-Werte der Patienten Zellen, und der BCR-ABL positiven
Zellen nach Imatinib Behandlung
Um die Funktion der Transportproteine P-gp und MRP1 in Patienten Zellen und in BCR-
ABL positiven Zelllinien zu bestimmen, werden die MAF-Werte dieser Zellen mit
Indomethacin, PSC833 und PAK-104P als Inhibitoren bestimmt. 8 Stunden vor jedem
Versuch wird jeweils ein Paar, der kryokonservierten Patienten Zellen aufgetaut, und in
IMDM Medium, dem 20 % FCS zugesetzt ist, bei 37 °C und in einer 5% CO2
enthaltenden, feuchten Kammer prainkubiert. Die BCR-ABL positiven Zelllinien werden
nach 24 h Inkubation mit und ohne Imatinib (1uM), zentrifugiert und in frischem Medium
aufgenommen.
Pro Ansatz werden 2,4 Millionen Zellen bendétigt, die in 5,4 ml RPMI 1640
aufgenommen und gleichmafig auf 12 FACS-Rohrchen verteilt werden. Als
Transportinhibitoren werden den Zellen PSC 833 (1 uM), Indomethacin (10 pM), PAK-
104P (5 puM), oder als Kontrolle das gleiche Volumen (2,5 pul) DMSO (Fluka)
zugegeben. Je Bedingung werden Triplikate angesetzt, und mittlere MAF-Werte fir jede

Bedingung errechnet.

3.6 Transwell-Assays flr Substrattransport-Experimente

Wenn man MDCKII Zellen bzw. ihre MDR 1, MRP 1 und MRP 2 cDNA stabil
exprimierenden Transfektanten auf Transwells aussét bilden sie einen dichten
polarisierten Monolayer. P-gp und MRP 2 werden dabei an der apikalen Membran,
MRP 1 an der basolateralen Membran exprimiert [163, 173]. Hieraus resultiert bei

Zugabe von Substraten ein vektorieller Transport.
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Wenn man Substrate entweder in das apikale oder das basale Kompartiment gibt,
kommt es durch unspezifische Mechanismen wie Diffusion zum Anstieg der
Konzentration im kontralateralen Kompartiment. Die Transportproteine verstarken bzw.
schwachen diese Konzentrationszunahme. Da P-gp und MRP 2 aufgrund ihrer
Lokalisation Substrate nach apikal transportieren kommt es durch sie zu einer
verstarkten Konzentrationszunahme im apikalen Kompartiment bei Substratzugabe im
basalen Kompartiment, wahrend basal die Konzentrationszunahme bei apikaler Zugabe
abgeschwacht wird [163, 173]. Dagegen transportiert MRP 1 Substrate nach basal und
somit kommt es zu einer verstarkten Konzentrationszunahme im basalen
Kompartiment, wenn das Substrat apikal zugegeben ist. An der Differenz der jeweiligen
Konzentrationszunahmen im kontralateralen Kompartiment bei Zugabe von Substraten
entweder apikal oder basal, erkennt man den gerichteten Transport. Liegt kein aktiver
Transport vor, wie z.B. bei den nicht transfizierten Zellen, bzw. wenn eine Substanz
zugegeben wird, die kein Substrat des jeweiligen Transportproteins ist, kommt es nicht
zu Differenzen zwischen den Konzentrationszunahmen im kontralateralen

Kompartiment bei apikaler bzw. basaler Substrat Zugabe.

MOCKI MDORT bei Substrat MOCKI MOR1 nach 4h

Zugabe basal _>
]

MDOCKI bel Substrat Zugabe FDCKI nach 4h

Abb. 7: Das Schema veranschaulicht den Transwellassay. Oben: die MDCKII MDR1 Zellen bilden auf
dem Transwell ein einschichtiges Epithel. P-gp (blau) fiihrt durch den vektoriellen Transport bei basaler
Zugabe (links) eines Substrates (rosa) nach 4 h zu einer erhéhten Substrat Konzentration apikal (rechts).
Unten: bei den nicht transfizierten Zellen kommt es nach basaler Substrat Zugabe (links) nach 4 h zu

einer Angleichung der Substrat Konzentrationen apikal und basal (rechts).
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Fur die Transwellexperimente werden je 2x10° MDCKII Zellen oder ihre Transfektanten
je Well des Costar Transwell™(3 pm Poren GréRe, 24,5 mm Durchmesser, No.3414;
Costar Corp., Cambridge, MA,USA) ausgesét, und fur drei Tage unter taglichem
Mediumwechsel mit DMEM (Gibco BRL, Paisley, UK) + 10 % fetales Kalber Serum
(Serva)+ 2 mM Glutamin+ 50 U/ml Penicillin + 50 ug/ml Streptomycin kultiviert. Eine
Stunde vor Beginn des Experiments wird das Medium durch 2 ml Medium pro
Kompartiment ersetzt, das 0,1 pM PSC 833 enthélt um das endogene P-gp der Zellen
zu inhibieren. Diese geringe Konzentration reicht aus, um den intrinsischen P-gp-
Transport in MDCK II, MDCK Il MRP 2 und MDCKII MRP1 fast vollstandig zu inhibieren,
wéahrend das humane P-gp in der MDR 1 Transfektanten kaum tangiert wird. Das
Experiment wird gestartet durch erneuten Austausch des Mediums durch Medium, das
entweder apikal oder basal das Substrat enthalt. Zusatzlich enthalt das frische Medium
wiederum 0,1 uM PSC 833. Zu unterschiedlichen Zeitpunkten werden Proben aus dem
Kompartiment entnommen, das kontralateral der Substratzugabe liegt. Die Differenz
zwischen dem Transport von apikal nach basal und dem Transport von basal nach

apikal illustriert den Substrattransport durch P-gp/MRP-1/2.

3.6.1 Transwell-Assay zum Nachweis einer Imatinib bedingten Inhibition

des [3H]-Vinblastin Transports
Um zu untersuchen, ob Imatinib ein kompetetiver Antagonist des P-gp bzw. des MRP2
Transports ist, wird der [3H]Vinblastin Transport im Transwell-Assay in Anwesenheit und
ohne Imatinib untersucht.
Unter Verwendung radioaktiv markierter Substrate, wie [°H]Vinblastin, ist es mdglich
Konzentrationsveranderungen durch den Transport durch P-gp und MRP 2 im
Szintilations Zahler zu messen. Wenn man die Zunahme der Radioaktivitat im apikalen
Kompartiment mif3t, bei basaler Zugabe, so ist die Zunahme der gemessenen
Radioaktivitat starker, als wenn das Vinblastin entgegen der Transportrichtung von P-
gp und MRP-2, also apikal zugegeben wird und die Radioaktivitat basal gemessen wird.
Gibt man wéahrend des Experiments Substanzen hinzu die inhibitorisch auf den
Transport wirken, erkennt man dies an der Abnahme der Differenz zwischen dem
Transport von apikal nach basal und dem Transports von basal nach apikal, bzw. an
der Angleichung der Transportcharakteristika der transfizierten und der nicht
transfizierten MDCK Il Zellen [163].
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Fur das Experiment werden MDCKIIl, MDCKII MDR1 und MDCKII MRP2 auf Transwells
ausgesat. Eine Stunde vor Beginn des Experiments wird das Medium durch 2 ml DMEM
+10 % FCS pro Kompartiment ersetzt. Das frische Medium enthélt 0,1 uM PSC 833
um das endogene P-gp der Zellen zu inhibieren. Nach der Prainkubation wird das
Medium erneut durch Medium ersetzt, welches 0,1 uM PSC 833 enthélt. Zuséatzlich
enthalt das Medium entweder des apikalen oder des basalen Kompartiments 2 pM [*H]-
Vinblastin (0,25 pCi/ml), ([*H]-Vinblastin (15 Ci /mmol), Amersham Pharmacia Biotech,
Little Chalfont, UK) und 0,025 pCi /ml [**C] markiertes Inulin (Inulin-[**C] carboxylic acid,
5,95 Ci/mol, Amersham Pharmacia Biotech (Little Chalfont, UK)). [**C]Inulin ist ein
grol3es hydrophiles Molekiil, das nicht durch die Zellmembranen diffundiert. Es
ermoglicht so die Unversehrtheit, des Monolayers zu Uberprtfen. Die Zugabe des
[*H]Vinblastin entweder in das apikale oder in das basale Kompartiment erméglicht die
Untersuchung des [*H]-Vinblastin Flusses gegen bzw. mit der Transportrichtung des
Transportproteins. Die inhibitorische Wirkung von Imatinib auf den Transport wird bei O,
5, 25 uM Imatinib Konzentration im Duplikat untersucht. Wahrend des Experiments
werden die Transwells bei 37°C und 5 % CO; inkubiert. Im Verlauf von 4 Stunden wird
stundlich eine Probe von 50 ul aus jedem Kompartiment gewonnen. Diese Aliquots
werden dann in 4 ml Sczintilationscocktail Rotiscint (Carl Roth GmbH®) aufgenommen
und dann in einem Szintilationscounter gemessen. Der Transport wird als Fraktion der

anfangs zugegebenen Radioaktivitat kalkuliert.
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3.6.2 Imatinib-Transport im Transwell-Assay

Um direkt zu untersuchen, ob Imatinib ein Substrat von P-gp, MRP1 oder MRP2 ist,
wird Imatinib zu einem Transwell-Assay zugegeben und die Konzentration im
kontralateralen Kompartiment mittels HPLC gemessen. Nach Prainkubation fir 1 h mit
Hanks Balanced Salt Solution (HBSS), welche 0,1 uM PSC833 enthalt, wird das
Experiment gestartet indem das Medium durch 2 ml HBSS + 0,1 uM PSC833 ersetzt,
welches entweder apikal oder basal Imatinib (5 uM) enthélt. Nach 2 und 4 h werden
sowohl apikal als auch basal 500 ul Proben gewonnen und eingefroren. Die Imatinib
Konzentrationen wurden freundlicherweise mittels HPLC durch Prof. Dr. med. Carlo
Gambacorti-Passerini und seine Mitarbeiter am Instituto Nazionale Tumori, Milan,
gemessen. Der relative Imatinib-Transport wird kalkuliert, indem die Imatinib
Konzentration im kontralateralen Kompartiment durch die Imatinib Konzentration in der

Ausgangslésung dividiert wird.
HANKS balanced salt solution (HBSS): 5,4 mM KCI, 0,3 mM Na,PO,4, 0,4 mM KH;PQOy,,

4,2 mM NaHCOg3, 1,3 mM CaCl,, 0,5 mM MgCl,, 0,6 mM MgSO,, 137 mM NacCl, 5,6
mM D-Glucose, 1 | H,0, pH auf 7,4 einstellen
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4 Ergebnisse

Im ersten Teil der Arbeit sollte untersucht werden, ob BCR-ABL durch die
deregulierte Tyrosinkinase-Aktivitat zu einer Hochregulation bzw. Herrunterregulation
von MRP1 oder P-gp fuhrt. Die These, die hierbei zugrunde liegt, ist das BCR-ABL
durch Beeinflussung der zellularen Signaltransduktion Einflul3 auf die Expression der
ABC-Transporter nimmt. Imatinib konnte dann diesen Signaltransduktionsweg
inhibieren, was sich in einer Veranderung des multidrug resistance Phanotyps
niederschlagen mif3te.

Der zweite Teil der Arbeit geht von einer anderen Fragestellung aus: Wenn Imatinib
ein Substrat von MRP 1 oder P-gp wére, so kénnte eine gesteigerte Aktivitat dieser
Transport Proteine eine primare bzw. sekundare Resistenz gegeniber Imatinib
bewirken. Nach Langzeiteinnahme von Imatinib wiirde einem BCR-ABL positiven
Zellklon mit hoher multidrug resistance Aktivitat durch Reduktion der intrazellularen
Imatinib-Konzentration und der daraus resultierenden Rekonstitution der
Tyrosinkinase-Aktivitat ein Wachstumvorteil entstehen. Um diese Frage naher zu
beleuchten, sollte untersucht werden, ob Imatinib ein Substrat von P-gp/MRP1 oder
MRP2 ist. Desweiteren wurde der multidrug resistance Phanotyp von Patientenzellen

vor und nach Imatinib Therapie verglichen.

4.1 Einflul3 der BCR-AbL Tyrosinkinase-Aktivitat auf P-gp und
MRP1Expression und Funktion

4.1.1 Veranderungen der MRP-1 Proteinexpression bei in Imatinib
kultivierten Philadelphia-Chromosom positiven Zelllinien

Die hohe Resistenz von Ph*Zellen gegeniiber vielen Apoptose auslésenden Zytostatika
fuhrte zu der Fragestellung, ob die deregulierte BCR-ABL- Tyrosinkinaseaktivitat zu
einer Hochregulation der beiden multidrug resistance vermittelnden Proteine MRP1
oder P-gp fuhrt.

Um zu Uberprifen, ob die Tyrosinkinaseaktivitat einen Einflu auf die MRP1 und P-gp
Proteinexpression hat, wurden verschiedene BCR-ABL positive Zelllinien 24, 48 und 72
h mit oder ohne 1 pM Imatinib in serumhaltigem Medium kultiviert. Von den
untersuchten lymphoblastischen Zelllinien enthalten die Zelllinien SUP B15 und TOM1
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p190 BCR-ABL, wahrend BV173 p210 BCR-ABL enthalt. BV173 enthalt kein Wildtyp
ABL (Abb.8).

BVv173, TOM1, SUP B15 mit/o.l. Anti ABL Abb. 8 zeigt einen Anti-ABL Western Blot. TOM
250 1 und SUP B15 enthalten neben dem Wildtyp
e T e ABL (145 kDa) auch p190 BCR-ABL (190 kDa).
ABL—> BV173 enthalt lediglich p210 BCR-ABL (210
Imatinib  + - + -+ - K h Kultivi . inib ni
SUPB15 BV 173 TOM 1 Da). Durch Kultivierung mit 1uM Imatinib nimmt

die BCR-ABL Proteinexpression leicht zu.

Der Westernblot, der phosphorylierten Tyrosine der entsprechenden Lysate zeigt, dass
Imatinib die Tyrosinphosphorylierung bei den mit Imatinib kultivierten Zellen deutlich
reduziert (Abb. 10-12).

Mittels des P-gp spezifischen Antikdrpers C219 liel3 sich sowohl unter Kultivierung mit
Imatinib als auch ohne Zusatz des Tyrosikinaseinhibitors bei den lymphoblastischen
Zelllinien BV173, TOM1, SUP B15 kein P-gp Protein nachweisen. Lediglich bei einem
Patienten lies sich eine geringe Menge P-gp nachweisen (Abb. 9, Pat. 1), die sich nicht

durch Kultivierung mit Imatinib veranderte.

Patienten Zellen mit/ohne Imatinib fir 24 h
Anti- P-gp (C219)

P-gp 1
v | - - [
MDR1 Ko. Patient 1 MDR1 Ko. Patient 2
Imatinib + - + -

Abb. 9 zeigt mononukleére Zellen zweier Patienten mit Ph*ALL, die fiir 24 h mit und ohne 1 uM Imatinib
kultiviert wurden. Der Westernblot wurde mit dem P-gp spezifischen Antikérper C219 angefertigt. Bei

Patient 1 erkennt man bei 170 kDa (Pfeil) jeweils eine schwache Bande.

Dagegen war in allen untersuchten Zelllinien und bei den mononuklearen
Patientenzellen im Westernblot mit dem spezifischen Antikérper MRPrl das MRP1-
Protein nachweisbar (Abb.10- 15).

Interessanterweise zeigte die BCR-ABL p210 positive Zelllinie BV 173 bei zahllosen
Westernblots eine deutliche Verminderung der relativen MRP 1 Proteinexpression,

wenn 1uM Imatinib dem Kulturmedium fur 24, 48 und 72 h zugesetzt war (Abb.10).
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Die Tyrosinphosphoylierung ist in dieser Imatinib Konzentration bei den BV173

suffizient inhibiert.

BV173 mit/ohne 1uM Imatinib: Anti-MRPr1

250 kDa
-
.b e 187 b el " 98kDa
pos.Ko. M . 50 kDa
Imatinib + - + -+ -
Kulturdauer, 24h N 48h 72h ™

- 4+ - _+ - 4+ - _ 4+ Imatnib
48" 24" 48" T 24" Slinden

BV173 mit/ohne Imatinib: Ponceau s Farbung

B!
o
Imatinib + - + - + -
Kulturdauer 24 h L1 48 h i 72h 1

Abb. 10 : Die obere Abbildung zeigt einen Westernblot mit dem Antikérper MRPrl. BV 173 Zellen wurden
mit oder ohne 1 uM Imatinib 24, 48 und 72 h kultiviert. Die untere Abbildung weist die Proteindquivalenz
des oberen Blots mittels Poinceau s Farbung nach. In der rechten Abbildung wurde der Grad der
Tyrosinphosphorylierung nach Kultivierung von BV173 mit und ohne Imatinib fir 24 und 48 h, mit dem
Anti-Phosphotyrosin Antikdrper untersucht.

Fur TOM1, eine lymphoblastische BCR-ABL p190 positive ALL-Zelllinie, zeigt sich
meist nur eine geringfigige MRP1 Verminderung (Abb.11 links oben). Gleiches gilt fur
K562 (Abb.11 rechts oben), eine BCR-ABL p210 positive erythroblastische CML
Zelllinie. Die BCR-ABL p190 positive ALL-Zelllinie SUP B 15 zeigt in den meisten
Westernblots keine Minderung im relativen MRP1 Protein Niveau, wenn die Zellen mit
Imatinib kultiviert werden (Abb.12). Dabei besteht auch bei diesen Zellen eine gute
Inhibition der Tyrosinkinase-Aktivitat (Abb.11 und 12). Auch bei den beiden Patienten
fuhrt eine Kultivierung mit Imatinib tber 24 h zu einer Reduktion der MRP1 Niveaus
(Abb.13). Als Nachweis der Proteinaquivalenz, kénnen unspezifischen Banden im Anti-

Pgp Westernblot dienen (Abb.9). Da in den Patienten Proben nach 24 h Kultivierung
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einer relativ hoher Anteil toter Zellen zu finden ist, ist dieser Befund allerdings nur von

eingeschréankter Aussagekraft.

TOM1 mit/ohne Imatinib: Anti-MRPr1

S — 187 [ —
M Ko.
- + - + - + Imatinib
48h , 24 h \ . 24h  Stunden

TOM1 mit/ohne Imatinib: Anti-ABL

BCR-Abl

T e s S— —1-8—7 [
heL B 115 o e
M MRP Ko.
-+ -+ - + Imatinib
48 h | 24 h L 24 h IS'tunden

TOM1 mit/ohne Imatinib: Anti-Phosphotyrosin

T 18_Z —
- ﬂgf"
- - —
85
61
— — — -
M -
- + - + - + Imatinib
48 h 24 h 24 h Stunden

K562 mit/ohne Imatinib: Anti-MRPr1

187 kDa
'&'ﬁi | D e B el —

- + - + - + Imatinib
48 h _ 24 h . 24 h

K562 mit/ohne Imatinib: Anti-ABL
st s W et e S o

-+ - + - + Imatinib

48 h 24 h 24h  Stunden

K562 mit/ohne Imatinib: Anti-Phosphtyrosin

— e — e W — 57 [}

- e _‘118_kDa

- - - —— —

85k Da

. %Da
- + - + - + Imatinib
48 h 24 h 24 h  Stunden

Abb.11: Die Abb. zeigt Westernblots der Zelllinie TOM 1(links), und der Zelllinie K562 (rechts), die mit
und ohne 1 pM Imatinib kultiviert wurden. Oben sind Westernblots mit dem MRP1rl Antikorper, in der
Mitte mit dem Anti-cABL Antikérper und unten mit dem Anti-Phosphotyrosin Antikdrper dargestellt. Der

Western Blot mit dem Anti-ABL Antikdrper soll die Proteinaquivalenz der aufgetragenen Proben

dokumentieren. Die Inkubation mit dem Anti-ABL bzw. dem Anti-Phosphotyrosin Antikdrper erfolgte nach

“strippen” der Nitrocellulosemembran
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SUP B15 mit/ohne Imatinib: SUP B15 mit/ohne Imatinib:  SUP B15 mit/o.Imatinib: Ponceau s
Anti-MRPr1 Anti-Phosphotyrosin

187 | — e S
— -+ -+ Imatinib

e — 48 h———24 h—
L |

N

187 wew e W N
Imatinib + - + -
Stunden 24 h 48 h

162 g2k |

Imatinib + -  + -
Stunden ——24 h —+—48 h—

Abb.12: Die Abb. zeigt links einen MRP1-Blot der Zelllinie SUP B15. Die Zellen wurden 24 und 48 h mit 1
UM Imatinib kultiviert. Nach“strippen® der Nitrocellulosemembran wurde die Membran mit einem Anti-

Phosphotyrosinantikorper inkubiert (Mitte). Rechts: Ponceau s Farbung des Blots.

Patinetenzellen mit/ohne 24 h Imatinib:

Anti-MRPr1
187 kDa
g mm =
M pos.Ko. Patient 1 Patient 2
Imatinib + - + -

Abb. 13: Westernblot von mononuklearen Zellen zweier Patienten mit Ph*ALL, die 24 h mit und ohne 1
UM Imatinib kuliviert wurden. Dargestellt ist die MRP1-Expression, detektiert mit dem Anti-MRPr1

Antikorper.

U 937p185 ist eine mit BCR-ABL transfizierte AML Zelllinie. Die U937 Wildtyp Zelllinie
ist zytokinunabhangig. Die Tyrosinphosphorylierung nimmt durch die Transfektion mit
BCR-ABL im Vergleich zu den Wildtyp Zellen deutlich zu, und laf3t sich bei den
transfizierten Zellen durch Imatinib hemmen (Abb. 14, oben rechts). Die Inhibition der
Tyrosinkinaseaktivitat von U937p185 flhrt nicht zu Apoptose oder
Wachstumshemmung. Bei aquivalenter Gesamtproteinverteilung waren auch die

MRP1-Proteinniveaus aquivalent.
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U937 wt/p185L,lIl mitiohne 24h I.: Anti-MRPr1 U937 wt/p185 1,11l mit/iohne I.:Anti-Phosphotyrosin

s — 187 kDa
-Hunuvd' 157 kDa e e
- -
15 kDa . = =118 kDa
- - - E—
. _
S 85 kDa
£L 61kDa
“1 61kDa -
U937p1851Il  U937p1851 U937 wt pos.Ko. M - L — 50kDa
- + -+ -+ Imatinib 10 uM 1] I wt M
- + - + -+ Imatinib 10uM

U937 wt/p185 LIl mit/ohne Imatinib: Ponceau S

U937 wt/p185 LIl mit/ohne I.: Anti-ABL

fisim

prstes & ﬂw“- Wy W b

RO e bl el Rl W , ¢ - TR
p1851ll p185 1 wt  po.Ko.M o m ,
-+ - 4+ -+ Imatinib 10uM + - + - + - Imatinib

Abb. 14: Bei diesem Experiment wurden zwei Klone (I, 1lI) mit p185 BCR-ABL transfizierte U937 Zellen
mit und ohne 10 uM Imatinib kultiviert. Die Abb. oben links zeigt einen MRP1- Westernblot, die Abb. oben
rechts den Anti-Phosphotyrosinblot der nach“strippen” der Nitrozellulosemembran, und Inkubation mit
einem Anti-Phosphotyrosinantikdrper entstand. Die Abb. links unten zeigt die Ponceau S Farbung der
Nitrocellulosemembran. Der ABL-Westernblot rechts unten dient zum Nachweis des chiméaren

Translokationsprodukts.

Ein anderes untersuchtes Zelllinien Modell ist die mit p185 und p210 BCR-ABL
transfizierte murine Ba/F3 Zelllinie. Ausgehend von der Annahme, dass die Zellen durch
Inhibition der Tyrosinkinase mit Imatinib wieder faktorabhangig werden, wurden die
Experimente mit und ohne IL3 durchgefuhrt. Sowohl bei den mit IL3-kultivierten Zellen
als auch bei den ohne IL3 kultivierten Zellen fiihrt die Inhibition der Tyrosinkinase zu

einer geringfligigen Reduktion der relativen MRP1 Proteinexpression (Abb.15).
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BA/F3 p190/p210, +/-Imatinib, +/- IL3 24 h BA/F3 p190/p210, +/-Imatinib, +/- IL3

Anti-MRPr1 Anti-ABL
1§Z- o e B e B ey e ‘. 127———_—_—-—‘
Imatinib + - + - + - + - MRP-Ko 118
IL3 + + - - + + - - IrHat_iﬁib + - + - + - + - MRP-Ko.
p190 p210 s+ + - - * * - -
p190 p210

BA/F3 p190/p210, +/-Imatinib, +/- IL3
Anti-Phosphotyrosin

e ———
187 — —
18 — . P—
Imatinib + - + - + - + - MRP-Ko.
IL3 + + - - + + - -
p190 p210

Abb. 15 zeigt oben links die MRP1 Proteinniveaus der Ba/F3 p185 und p210 Zelllinien nach 24 h
Kultivierung mit oder ohne 1 uM Imatinib, und mit oder ohne 10 ng/ml IL3. Nach strippen und erneuter
Inkubation des selben Blots mit einem Anti-ABL Antikdrper entstand, der Anti-ABL-Blot, der hier sowohl
als Nachweis der Proteinaquivalenz, als auch zum Nachweis von BCR-ABL p185/p210 dient (rechts). Die
Abb. Unten zeigt den dazugehdrigen Phosphotyrosinblot, der ebenfalls nach strippen derselben

Nitrocellulosemembran entstand.

4.1.2 Einflul von Imatinib auf die c-myc Expression und die MAPK-Aktivitat
Die deregulierte Tyrosinkinase-Aktivitat von BCR-ABL flhrt zu einer Hochregulation von
c-myc, einem Transkriptionsfaktor [30, 31]. Da ein Zusammenhang zwischen erhdhten
Expressionsniveaus von n-myc und MRP1 Proteinniveaus bei Neuroblastomen
beschrieben wurde [147], sollte Uberprift werden, ob c-myc auch bei den bisher
untersuchten BCR-ABL positiven Zelllinien hochreguliert ist, ob diese Hochregulation
durch Imatinib hemmbar ist, und ob dies mit der MRP 1 Expression in den behandelten
Zelllinien korreliert.

Die Inkubation mit 1 uM Imatinib bei BV173, SUPB15, U937 pl185 fur 24 oder 48 h flhrt
zu einer Suppression der c-myc Expression (Abb.16). Hierbei war die c-myc Expression
in der SUP B15 Zelllinie im Vergleich zu den beiden anderen untersuchten Zelllinien

geringer. An den unspezifischen Banden in den jeweiligen Westernblots ist ablesbar
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das die Proteinladung der jeweiligen Banden &aquivalent sind. Da die Herunterregulation
von MRP1 jedoch auf BV173 beschrénkt ist, spricht dieser Befund gegen einen

kausalen Zusammenhang.

BV 173 Anti- c-myic SUP B15 mit/ohne Imatinib: Anti-mpc

6160~ o, e 0 i s P

50 kD -
— i — S S—— - -
gt A+ - mainb i Imatinib -+ - M+
2482 48 Stunden Kulturdauer,  48h | 24h .
U937 p185 |1l mit/ohne I.:Anti c-mpc
- — 64 kDa
50 kDa
SUP B15 U837p185I u937p1ssil M
1M - + - + - Imatinib10pM

Abb.16 zeigt Westernblots der mit und ohne Imatinib kultivierten BV173, SUPB15 und U937p185
Zelllinien mit einem c-myc (9E10) Antikérper. C-Myc ist ein Protein mit einem Molekulargewicht von 62
kDa verlauft also knapp unterhalb der 64 kDa Bande (BV, U937). Fur SUP B15 siehe Pfeil.

Ein weiteres wichtiges downstream Signal der BCR-ABL- Tyrosinkinase sind die durch
RAS aktivierten MAP-Kinasen. Waren sie ursachlich an der Signaltransduktionskaskade
beteiligt, die zur Suppression der MRP1 Expression unter Imatinib Therapie fthrt, sollte
eine Inhibition dieses Signaltransduktionsweges mit dem MEK1/2-Kinase spezifischen
Inhibitor PD 98059, ebenso eine Suppression von MRP1 bewirken. Die Zelllinie SUP
B15 und BV173 wurde mit Imatinib, PD 98059, DMSO als Losungsmittelkontrolle oder
ohne Zusatze in RPMI unter serumfreien Bedingungen kultiviert. Die MAPK-
Gesamtproteinmenge war in allen Proben etwa gleich, und wurde weder durch Zugabe
von Imatinib noch durch PD 98059 beeinflusst (Abb.17 rechts). Aktivierte MAP-Kinase
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lies sich lediglich in den BV173 nachweisen. Bei Zugabe von DMSO als
Losungsmittelkontrolle kam es bei BV173 zu einer im Vergleich zur Negativkontrolle
verstarkten Phosphorylierung der MAPK. Nach einer Kultivierung von BV173 mit PD
98059 (50 uM) kam es zu einer Inhibition der MAPK-Aktivierung. Im Vergleich dazu war
die Inhibition durch Imatinib (1 uM) noch deutlicher (Abb.17 links). Ein Einfluss auf die
MRP1- Expression bleibt jedoch fraglich, da sich eine Reduktion der MRP1
Proteinexpression durch den MEK 1 Inhibitor nicht in allen Experimenten nachweisen

liess (Abb.18: links: Imatinib und PD 98059 fiihren zur Inhibition von MRP1, rechts: kein
Effekt der Inhibitoren).

BV 173/SUP B15 mit Imatinib/PD98059

BV173/SUPB15 mit Imatinib/PD98059
Anti-Phospho-p44/42 MAP Kinase

Anti-p44/42 MAPK
| b4 - P . Y il - @ -l . " ) ‘
Y _L‘H"_'_ s gt

‘ 20 -
- g . PR S

MRP Ko. M BV 173 MRP Ko. M

BV 173 SUPB15
Imatinb - + - - - + - - Imatinb -+ - - -+ - -

PD 50 uM - T PD 50uM - = @& = = o @ o
DMSO - -+ o+ - -+ DMSO - - + o+ - - * +

Abb. 17 zeigt Westernblots der beiden BCR-ABL positiven Zelllinien SUP B15 und BV 173 nach
Kultivierung Gber 24 h mit 1 pM Imatinib, 50 pM PD98059, DMSO oder ohne Zusétze unter serumfreien
Bedingungen. Dem Lysepuffer wurde fiir dieses Experiment 10 mM NaF und 10 mM NazVO, zugegeben.
Links ist der Anti-Phospho-p44/42 MAP-Kinase Westernblot zum Nachweis der aktivierten Proteine,
rechts der Anti-p44/42 MAPK Blot zum Nachweis des Gesamtproteins dargestellt. Die p44/42 MAPK

(Molkulargewicht 42 bzw. 44 kDa) stellt sich als feine Doppelbande knapp oberhalb der 38 kDa Bande
des Markers dar

SUP B15. BV1TE mitichne Imatini/PD 98050 BV 173/SUP B15 mit Imatinib/PD98059

Anti-MRPr Anti-MRPr1
15?“—-—'* e e |H_|

—SUP B15 BV173 — lwu—uuua-u..u T—

Imatinib + - - - ¥ - B s, . :
PD 50uM - - = * = = - %+ MRP Ko. M BV 173 ——supBi5 |
Imatinib - + - - -+ - -

OMSOKo. - - e PDSOUM - - o+ - - - 4 -
DMSO - - + o+ - - + +

Abb. 18 zeigt zu Abb. 17 die entsprechenden Anti-MRPr1 Blots von BV173 und SUP B15.
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Um Effekte auszuschliessen, die lediglich durch eine vermehrte Rate apoptotischer
Zellen bedingt sind wurden die Zellen mit Daunorubicin kultiviert. Bei einer
Daunorubicin- Konzentration von 20 nM kommt es zu einer Reduktion des MRP1
Proteinniveau (Abb.19). Bei dieser Konzentration liegt der Anteil toter Zellen bei 10 %,
(negativ Kontrolle13%, +Imatinib 15 %). Bei dieser Daunorubicin Konzentration ist im
Gegensatz zu den Imatinib behandelten Zellen auch die BCR-ABL Proteinexpression im

Vergleich zur Negativkontrolle vermindert.

BV 173 mit u. ohne Imatinib/IL3: Anti-MRP1

BV173 mit/ohne Imatinib bzw. IL3: Anti-ABL

@Z“w W o e wowe R =

BCR-ABL
M e B S —

Imatinib = + - + - - - -

S Imatinb -+ - + - - - -
LY294002 - - - - 10uM 20uM - - LIYL239002 ot - . 0' - 26 - -7
.. n n
Daunorubicin AL L Daunorubicin 2uM  20uM

Abb. 19: Westernblots von BV173 kultiviert mit und ohne Imatinib (1 pM) und Daunorubicin (20 nM).
Links: Anti-MRP1 Blot. Rechts: Anti-ABL Blot.

4.1.3 MRP1-mRNA Expression in BCR-ABL positiven Zelllinien nach

Kultivierung in Imatinib
In 4.1.1 zeigte sich bei der Zelllinie BV173 konstant eine Minderung des MRP1-
Proteinniveaus unter Kultivierung mit Imatinib, wahrend andere Zelllinien geringere
(TOM1) oder keine (SUP B15) Verdnderungen zeigen. Gewinnt man unter denselben
Bedingungen mRNA und amplifiziert diese mittels RT-PCR, so zeigt sich bei den in
Imatinib kultivierten BV173 Zellen relativ zur Kontrolle eine Reduktion der MRP1 mRNA,
wohingegen die GAPDH mRNA Mengen gleich bleiben. Bei den Tom 1 Zellen besteht
eine geringe Reduktion der MRP1mMRNA, wahrend SUPB15 unter Imatinib Behandlung
keine Minderung zeigt. Das Experiment wurde zweimal durchgefuhrt, und erbrachte
entsprechende Ergebnisse. Die MDR1 mRNA Expression sind bei allen drei Zelllinien

sehr gering.
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BV173 mit u. ohne Imatinib: mRNA

MCF- 24 48
Imatinib Imatinib

mRNA Transkripte relativ zu MCF-wt

TOM1 mit u. ohne Imatinib: mRNA

mRNA Transkripte relativ zu MCF-wt

MCF-wt 24 h 48 h
Imatinib Imatinib

SUP B15 mit u. ohne Imatinib: mRNA

mRNA-Transkripte relativ zu MCF-wt

MCF-wt 24h 48 h
Imatinib Imatinib

Abb. 20 zeigt Relative Anteil von MRP1-mRNA von BV173 (oben), TOM1 (Mitte) und SUP B15 (Unten)
nach Kultivierung Uber 24/48 h mit Imatinib (1 pM) (rot) und ohne Imatinib (blau) im Vergleich zur MCF-
WT-mRNA (schwarz). Die MCF-7 Zelllinie, ist eine humane Brustkrebs Zelllinie, deren MRP1 mRNA als

Referenz verwendet wurde.
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4.1.4 Die Durchflu3cytometrische Betrachtung der MRP-1

Proteinexpression nach Imatinib Behandlung
Neben dem Westernblot wurde auch mit durchflusszytometrischen Methoden die
MRP1 Proteinexpression untersucht. Dazu wurden die Zellen mit Methanol fixiert und
permeabilisiert, und MRP1 mit dem MRPmM6 AK als primar und nachfolgend einem
Anti-mouse AK als sekundar Antikdrper markiert. Als positiv Kontrolle fuir die
Methode, wurden 2008 Zellen und ihre MRP1 transfizierte Tochterzelllinie verwendet.
Wahrend man zwischen der MRP1 transfizierten Zelllinie und ihrer Ausgangszelllinie
2008 einen deutlichen Unterschied der MRP1-Expression im FL2 Histogram erkennt
(Abb.21 oben), gibt es keinen Unterschied im MRP1 Niveau zwischen fur 24 bzw. 48
h mit 1 uM Imatinib inkubierten BV173 (Abb.21 unten) bzw. SUP B15 und ihren nicht

behandelten Kontrollzellen.
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Abb. 21: Fluoreszenzmarkierung von MRP1 und Detektion im FL2 Kanal. Oben: Histogamme der
MRPmM6 markierten 2008 MRP1 Zellen (braun) im Vergleich zu MRPmM6 markierten 2008 Zellen (grau),
bzw. im Vergleich zur 1IgG;-Kontrolle; Unten: Histogramme der mit MRPm6 bzw. IgG;-markierten BV173
nach Kultivierung mit und ohne Imatinib (1 uM) tber 24 h.
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4.1.5 Calcein-Assay von Imatinib behandelten Ph*-Zelllinien zur

Um die Relevanz der zum Teil widersprichlichen Ergebnisse zu beurteilen, wurde
der funktionelle Calcein-Assay verwendet, der die Transportaktivitat der Zellen
messen kann. Es wurden die Ph*Zelllinien BV173, SUP B15 und TOM1 untersucht,

Bestimmung der multidrug resistance activity

nachdem sie 24/48 h mit 1 uM Imatinib kultiviert wurden. Vor dem Calcein-Assay

wurden die Zellen eine gewisse Zeit (1 h — 3 h) Imatinib frei prainkubiert, um den

Imatinib Einflu® auf den Transport zu vermindern. Die MAF-Werte waren bei allen

drei Zelllinien niedrig. Eine Imatinib Behandlung &nderte nichts an der

Transportaktivitat ausgedrickt durch den MAF-Wert. Der MRP 1 spezifischen

Transportinhibitor Indomethacin ergab fur BV173 nach Kultivierung mit Imatinib einen

MAF (ndomethaciny VOn 1,05 % (SD +/-1,7 %; n=8 Tripple). Ohne Imatinib lag der MAF-

Wert fur BV173 bei einem MAF indomethaciny VON 0,5 % (SD +/-1,8 %; n= 8 Tripple). Fur

den P-gp Inhibitor PSC 833 in 1 uM Konzentrationen ergab sich folgendes: Bei
BV173 nach Kultivierung mit Imatinib lag der MAFpsc) bei 1,1 %(SD +/-1,2 %; n= 4

Tripple), ohne Imatinib bei MAFpsc) —0,4 %(SD +/- 0,6 %; n= 4 Tripple). Der globale
Inhibitor PAK-104 P ergab flr die Imatinib behandelten BV173 einen MAFpak) von 3
% (SD +/- 1,7 %; n=4 Tripple), fur die unbehandelten Zellen lag der Wert bei MAFpak)

2,3 %(SD +/- 2,1 %; n=4 Tripple). Der ebenso eher unspezifische MAFks71) lag bei
den Imatinib behandelten Zellen bei 1,14 %(SD +/- 1,4 %, n=4 Tripple) bei den
unbehandelten Zellen lag er bei 1,7 % (SD +/-1,4 %; n = 4 Tripple). Fur SUP B15 (

siehe Tabelle 1) und TOM1 lagen die Werte in einem ahnlichen Bereich.

Zelllinie MAF(Indo.) |SD | n |[MAF(PSC) |SD| n || MAF(PAK) | SD | n
BV173 mit Imatinib 1,05 1,7 | 8x3 1,1 1,2 | 4x3 3 1,7 | 4x3
BV173 ohne Imatinib 0,5 1,8 | 8x3 -0,4 0,6 | 4x3 2,3 2,1 | 4x3
SUP B15 mit Imatinib 1,7 1,2 | 3x3 0,3 1 | 3x3 3 2,5

SUP B15 ohne Imatinib 1,2 1,3 | 3x3 0 2,7 | 3x3 3,6 2

Tabelle 1 fal3t die MAF-Werte [%] der mit oder ohne Imatinib (1 pM) kultivierten SUP B15 und BV173

unter Verwendung verschiedener Inhibitoren im Calceinassay zusammen.

Die niedrigen Werte sprechen gegen eine relevante Transportaktivitat durch MRP1

oder P-gp in diesen lymphoblastischen Zelllinien. Imatinib fihrt nicht zu

Verminderung der Transportaktivitaten dieser Zelllinien. Insgesamt nimmt die

Transportaktivitat mit Imatinib eher leicht zu.
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4.1.6 Immunfluoreszenz Mikroskopie von Imatinib behandelten Ph*
Zelllinien zum Nachweis von Veranderung der MRP1 Lokalisation

Fur Transportproteine wie MRP1 ist die Lokalisation von grof3er Bedeutung. Eine
membrandse Lage von MRP1 wirde es den Zellen ermdglichen die intrazellulare
Zytostatika-Konzentration aktiv zu vermindern, wahrend dies bei
intrazytosplasmatischer Lokalisation nicht der Fall sein muss. Bisher sind keine Daten
Uber die Lage von MRPL1 in lymphoblastischen Zellen vertffentlicht. Um die Relevanz
einzuschatzen die MRPL1 fir die Zytostatikaresistenz in Philadelphia Chromosom
positiven lymphoblastischen Zelllinien spielen kann, sind Informationen tber die MRP 1
Lokalisation aufschlufRreich. Desweiteren soll Uberprift werden, ob die Kultivierung von
BCR-ABL positiven Zellen mit dem Tyrosinkinase-Inhibitor Imatinib zu einem
veranderten Routing von MRP1 fiihrt. Die lymphoblastischen Zelllinien BV173 und
SUPB15 wurden 24 und 48 h mit oder ohne Imatinib kultiviert, und dann, nach
Permeablisierung, mit dem Erstantikérper MRPr1, und einem mit dem Fluorochrom cy3
markierten Anti-rat-Zweitantikbrper markiert.

Die konfokale Fluoreszenzmikroskopie zeigt, dass MRP1 in diesen lymphoblastischen
Zellen vor allem einen zytoplasmatischen Verteilungstyp hat. Die Imatinib Behandlung

der Ph*Zellen fiihrt nicht zu einer Umverteilung von MRP 1. Die Zellen unterscheiden

sich einzig durch die Abnahme der Zellgr63e unter Imatinib.

Abb. 22 zeigt die cy3 Fluoreszenz von markiertem MRP1 in SUP B15 Zellen.
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4.1.7 FACS Analyse zum Ausschluld einer c-Kit (CD117) Expression in den
verwendeten BCR-ABL positiven Zelllinien

Imatinib wirkt nicht nur inhibitorisch auf die Tyrosinkinase von BCR-ABL und c-ABL,
sondern auch auf die Tyrosinkinase des SCF-Rezeptors c-Kit (CD117). Um
auszuschliel3en, dass die Reduktion des MRP1-Proteinniveaus bei den BV173 durch
Inhibition der Tyrosinkinase des SCF-Rezeptors ausgeldst ist, wurden die
lymphoblastischen Zelllinien BV173, SUPB15 und TOML1 auf Ihre CD117-Expression
mittels durchflusszytometrischer Methoden untersucht. Als Positivkontrolle diente die
wachstumsfaktorenabhangige AML Zelllinie MO7e, die bekanntermal3en c-Kit positiv ist,
da sie SCF-abhangig wéachst. Die Markierung mit einem PE markiertem CD117
Antikdrper ergab fur Mo7e eine mittlere Fluoreszenz von 472. Im Vergleich dazu lagen
die als Negativkontrolle dienenden mit einem PE IgG; Isotypen Kontrollantikdrper
inkubierten BV173 Zellen bei einer mittleren Fluoreszenz im FL2 Kanal von 149 (Abb.
23). Bei den drei BCR-ABL positiven Zelllinien BV173, TOM1 und SUP B15 liegt die
Fluoreszenz im FL2 Kanal bei Markierung von CD117 auf dem Niveau der
Negativkontrolle (fir BV 140). Die gemessene Fluoreszenz ist bei BV173, SUP B15 und
TOML1 somit durch unspezifische Bindungen bedingt. Eine CD117 Expression, und

damit ein membransténdiger SCF-Rezeptor, ist lediglich bei Mo7e nachweisbar.
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Abb. 23 zeigt Histogramme der Fluoreszenz im FL2 Bereich der mit PE-markierten Anti-CD117
inkubierten BCR-ABL positiven Zellen BV173 und SUP B15 und TOM 1, im Vergleich zur mit PE
markierten 1IgG1 Isotypen Antikérper inkubierten BV173 (Negativkontrolle).Als Positivkontrolle dient die
mit Anti-CD117inkubierten Mo7e.

4.2 Rolle der ABC-Transporter P-gp und MRP1 bei der

Resistenzentwicklung gegentber Imatinib bei Patienten mit Ph*ALL
Der Einsatz des BCR-ABL Tyrosinkinase Inhibitors Imatinib bei Patienten mit Ph*ALL
fuhrte bei einem grossen Anteil dieser Patienten zu Remissionen. Doch nach dem
Verlauf von im Durchschnitt 2-3 Monaten traten bei diesen Patienten Rezidive auf. Die
Ursache dieser Ruckfélle bei initial gutem Ansprechen war zu Beginn dieser Arbeit
vollstandig unklar. Die Frage, die im folgenden beantwortet werden soll, ist ob die ABC-
Transporter P-gp, MRP1 und MRP2 bei dieser Resistenzentwicklung involviert sind.
Voraussetzung dafir ist das Imatinib effektiv von ihnen transportiert wird und so die
intrazellulare bzw. organische Imatinib Konzentration effektiv reduziert wird. Hierzu
wurde zum einen untersucht, ob Imatinib, wie andere Substrate von P-gp/MRP1, als
kompetetiver Inhibitor den Transport von bekannten Substraten, wie Calcein AM und
Vinblastin inhibiert. Zum anderen wurde mittels HPLC der Imatinib Transport direkt

nachgewiesen.
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Desweiteren wurde untersucht, ob bei Patientenzellen, die nach einer mehrwochigen
Imatinib-Therapie eine Resistenz entwickelten, die funktionelle in vitro
Transportaktivitat, also der MAF-Wert, im Vergleich zur Ausgangsaktivitat der noch

sensiblen Zellen zunimmt.

4.2.1 Etablierung eines modifizierten Calcein-Assays unter Verwendung der
2008 Zelllinie und ihrer MRP1 und MDR1 Transfektanten

Wenn man den durch P-gp oder MRP1 bedingten Transport messen will, um die
Relevanz dieser Proteine fir eine Resistenz zu bestimmen, kann man Calcein Acetoxy-
Methylester (Calcein AM) verwenden. Dies ist eine nicht fluoreszierende lipophile
|6sliche Substanz die schnell in die Plasmamembran eindringt, und dann durch
endogene zellulare Esterasen in das fluoreszierende Calcein umgewandelt wird, das
aufgrund seiner Hydrophilie in der Zelle gefangen ist. P-glycoprotein transportiert
Calcein AM aus der Plasmamembran [174], MRP 1 kann sowohl Calcein AM als auch
das intrazellulare Calcein transportieren [175]. Beide Proteine sind damit in der Lage die
durch Calcein bedingte Fluoreszenz zu vermindern. Mit Hilfe mehr oder weniger
spezifischer P-gp/MRP1 Inhibitoren ist es moglich die Transportleistung der Zellen zu

beurteilen.

4.2.1.1 Akkumulation des fluoreszierenden Calceins in MRP1, MRP2 und MDR1
Transfektanten im Vergleich zu ihren Ausgangszelllinien
Zur Etablierung des Assays wurde die 2008 Zelllinie und ihrer MRP1 und MDR1
Uberexprimierenden Transfektanten verwendet. Die Westernblots zeigen die jeweiligen
Proteinexpressionen in den verwendeten Zelllinien (Abb. 24). Der MRP1-Westernblot
zeigt, dass die Transfekatante 2008 MRP1 das MRP1-Protein tUberexprimiert, dass es
aber auch in geringerer Menge in den 2008 wt-Zellen und den MDRL1 transfizierten
Zellen vorhanden ist (Abb.24 links). Der P-gp-Westernblot veranschaulicht, dass das
170 kDa Protein P-gp nicht nur in der MDR1 tranfizierten Zelllinie 2008 MDR1, sondern
auch in geringerem Malf3 in der nicht transfizierten Zelllinie 2008 wt und der MRP1

transfizierten Zelllinie vorhanden ist.
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2008 wt/MDR1/MRP1: Anti-MRPr1 2008 wt/MDR1/MRP1:Anti MDR1(C219)
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Abb. 24 : Zur Charakterisierung der 2008 Zelllinien wurden, je 5 Mill. Zellen lysiert, und Westernblots mit
dem MRP1 spezifischen Antikérper Anti-MRPr1(links), und dem P-gp spezifischen Antikdrper C219
(rechts) angefertigt.

Inkubiert man die Zellen mit Calcein AM, und mif3t dann die Fluoreszenz der Zellen im
BD FACS, so ist sowohl die mittlere Fluoreszenz der mit MDR1 transfizierten Zellen, als
auch der mit MRPL1 transfizierten Zellen im Vergleich zur 2008 Zelllinie vermindert.
Ursache sind die in den beiden Zelllinien 2008 MRP1 und 2008 MDR1 liberexprimierten
Transportproteine, die Calcein bzw. C. AM vermehrt nach aul3en transportieren.
Dividiert man die Differenz der mittleren Fluoreszenz der 2008 MDR1 Zelllinie und der
2008 Zelllinie, durch die mittlere Fluoreszenz der 2008 Zellen, so erhélt man RAF-Werte
zwischen 40 und 25 % (je nach Zellklon und Kulturdauer). Fur die 2008 MRP1 Zellen
ergibt sich, bezogen auf die nicht transfizierten Zellen, eine Minderung der mittleren
Fluoreszenz von 13,8 bis 7,5 %.
4.2.1.2 Verwendung von Inhibitoren zur Bestimmung der funktionellen Aktivitat der
Tranportproteine (MAF)
Beim Calcein-Assay werden Inhibitoren von P-gp bzw. MRP1 eingesetzt, um neben
der durch den Transport verminderten Fluoreszenz einer méglicherweise resistenten
Zelle eine Kontrolle zu besitzen, bei der es nicht zu einem Auswaértstransport von
Calcein AM kommt. Die relative Differenz der Fluoreszenz bei inhibierten Transport
zur Fluoreszenz bei ungehemmtem Transport, spiegelt die funktionelle Aktivitat der
Transportproteine. Der MAF Wert, also der multidrug resistance activity factor ist ein
quantitativer Wert, der die funktionelle in vitro Transportaktivitat angibt. Man
errechnet ihn indem man die mittlere Fluoreszenz der Probe ohne Inhibitor, von der
mittleren Fluoreszenz der Probe mit Inhibitor abzieht, und das Ergebnis durch die
mittlere Fluoreszenz mit Inhibitor teilt. Normale mononukleare Zellen haben in der
Regel MAF-Werte zwischen 0 und 10 [112].
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Abb.23 a,b: Die Abb.veranschaulicht den Effekt von Transportinhibitoren wie Indomethacin und PSC833
auf die Calceinfluoreszenz der 2008 MDR1und 2008 MRPL1. Die hohe P-gp Aktivitat in den MDR1cDNA
transfizierten 2008 Zellen (oben) fuhrt zu einer verminderten Fluoreszenz (rot), die bei Zugabe von
PSC833 (gruin) einem P-gp Inhibitor deutlich zunimmt. Indomethacin (grau) hat dagegen fast keinen
Effekt. Anders bei den MRP1 transfizierten Zellen (unten) bei denen sowohl Indomethacin als auch
PSC833 zu einer Zunahme der Calcein bedingten Fluoreszenz fihrt.
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Abb.23 c veranschaulicht den Effekt von Transportinhibitoren wie Indomethacin und PSC833 auf die
Calceinfluoreszenz der 2008 Wildtyp Zelllinie. Die nicht transfizierten 2008 Zellen fluoreszieren starker als
lhre transfizierten Abkémmlinge. Die bei Zugabe von PSC833 (griin) und Indomethacin (grau) fiihren nur

zu einer leichten Zunahme der Fluoreszenz.

Gesucht wurden Inhibitoren und deren Konzentrationen, die idealerweise selektiv
entweder MRP1 oder P-gp maximal inhibieren, ohne auf andere Transportsysteme
einzuwirken. Aul3erdem sollten die Inhibitoren bei den verwendeten Konzentrationen
maglichst nicht toxisch sein, also insbesondere die Membran nicht schadigen, um eine
Differenzierung lebender und toter Zellen mit Propidiumiodid zu erméglichen. Zudem
sollten sie gut in die Zellen eindringen. Es wurden unterschiedliche bekannte Substrate
bzw. Inhibitoren der Transportproteine auf Effektivitat, Selektivitat und Toxizitat getestet.
Viele der untersuchten Inhibitoren erfillten diese Kriterien nur unzureichend. Um von
einer effektiven Inhibition des Transports sprechen zu kénnen, sollten die MAF-Werte
far die jeweiligen Transfektanten etwa den RAF-Werten entsprechen, die manin 4.2.1.1
erhalt, wenn man die Transfektanten mit ihrer Ausgangszelllinie vergleicht.

Im folgenden sollen die Charakteristika der getesteten Inhibitoren im einzelnen
beschrieben werden. Indomethacin flhrte bei Dosierungen bis 100 uM nicht zu einem
Anstieg der Propidiumiodid positiven Fraktion. Der maximale MAF-Wert der bei den
2008 MRP1 Zellen erreicht wurde lag mit 11,7 % etwa in einem Bereich der dem RAF-
Wert dieser Zellen entspricht, so das man von einer effektiven Inhibition sprechen kann.
Der maximale MAF-Wert bei den 2008 MDR1 Zellen lag bei 21,1% (bei einer
Indomethacin Konzentration von 100 puM), also deutlich unter dem RAF-Wert dieser

Zellen, so dass nicht von einer effektiven Inhibition von P-gp durch Indomethacin
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gesprochen werden kann. Der maximale MAF-Wert der nicht transfizierten 2008 Zellen
lag bei 6,2%. Die ICs fur Indomethacin lag bei den MRP1 transfizierten Zellen bei 0,8
MM, wahrend sie MDR1 transfizierten Zellen tber 60 pM, und bei den nicht transfizierten
Zellen bei 1uM lag. Ab einer Konzentration von 5 uM erreichten die MAF Werte der
2008 und 2008 MRP1 Zellen im Gegensatz zu den 2008 MDR1 Zellen ein Plateau. Da
sich die ICs -Indomethacin-Konzentrationen von P-gp und MRP 1 deutlich
unterscheiden, ist es moglich Indomethacin zur Unterscheidung von MRP1 und P-gp
bedingtem Transport einzusetzen. Fir die Experimente mit den BCR-ABL positiven
Zelllinien und den Patientenzellen wurde Indomethacin um einen differentiellen Effekt
zu erhalten in einer Konzentration von 10 uM eingesetzt, was etwa der 12 fachen IC 50
fur die 2008 MRP1 Zellen entspricht aber weniger als einem Sechstel der IC 50 der

MDR1 transfizierten Zellen.

Indomethacin als Inhibitor des Calcein Transportes
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Abb.26 zeigt den Effekt verschiedener Konzentrationen von Indomethacin auf den MAF-Wert der 2008
Zellen (rot), ihrer MDR1 Transfektante (griin) und ihrer MRP1 Transfektante (blau).

PSC833, ein nicht immunsuppresives Cyclosporinanalogon [176], zeigte bereits bei
Konzentrationen um 1 pM eine maximale Inhibition des P-gp bedingten Calcein
Transports, hat jedoch auch auf MRP1 Einfluf3. In den verwendeten Konzentration trat
keine Zunahme Propidiumiodid positiven Zellfraktion durch toxische Effekte auf. Der
maximale MAF Wert bei den 2008 MDR1 Zellen lag bei 41 %, also in einem dem RAF-
Wert entsprechenden Bereich. Das maximale MAF der MRP1 tranzfizierten Zellen lag
bei 12,9%. Beide Transfektanten lassen sich also mit PSC833 effektiv inhibieren. Die
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2008 Zellen hatten einen max. MAF von 7,5 %. Die IC 50 fur die MDR1 Transfektante
lag bei 0,09 uM. Bei den 2008 MRP1 Zellen lag die IC 50 bei 0,4 uM, und die nicht
transfizierten Zellen hatten eine IC 50 von 0,5 pM.

PSC 833 als Inhibitor des Calcein(AM) Transports
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Abb.27 zeigt den Effekt verschiedener Konzentrationen von PSC 833 auf den MAF-Wert der 2008 Zellen
(rot), ihrer MDR1 Transfektante (grin) und ihrer MRP1 Transfektante (blau).

PAK-104P [177] wirkt auf beide Transportsysteme sehr effektiv. Die Zahl toter Zellen
nahm nicht zu. Der MAF-Wert lag bei einer PAK-104P-Konzentration von 10 uM bei 43
% bei den MDRL1 transfizierten Zellen, bei 16 % bei den MRP1 transfizierten Zellen und
bei 7,7 % bei den nicht transfizierten 2008 Zellen. Die IC 50 lag fir 2008 MDR1 bei
0,1uM, fir 2008 MRP1 bei 0,14 uM und bei 2008 bei 0,4uM. Da die IC 50 von
MDR1/Pgp und MRP1 fir PAK-104P nicht weit voneinander liegen, eine
Unterscheidung der Transportproteine also kaum maglich ist, wurden fir den Calcein-
Assay eine Konzentration eingesetzt, die einem vielfachen der IC50 Werte entsprechen,
und zwar PAK-104P in 5uM Konzentration.
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PAK 104 P als Inhibitor des Calcein(AM) Transportes
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Abb.28 zeigt den Effekt verschiedener Konzentrationen von PAK- 104P auf den MAF-Wert [%] der 2008
Zellen (rot), ihrer MDR1 Transfektante (grin) und ihrer MRP1 Transfektante (blau).

MK571, ein Leukotrien C4 Analogon hatte fir 2008 MRP1 einen maximalen MAF von
12,8 %, die IC 50 lag bei 5 puM. Fur die 2008 MDR1 Zellen lag der MAF bei einer
Konzentration von 10 uM bei 25,6%, und die IC 50 lag bei 2 uM. Der MAF der nicht
transfizierten Zellen liegt bei 6,5%. Von den weiteren getesteten Inhibitoren zeigte Taxol
eine toxische Wirkung, was zu einem Abfall der Fluoreszenz ab Konzentrationen von 20
MM fuhrte, vermutlich da infolge der Membrantoxizitat gefangenes Calcein aus dem
Zellinneren nach Aussen gelangt. Die maximal erreichten MAF-Werte wurden bei 8 uM
erreicht und lagen lediglich bei 9,5 % fir MDR1, 6,5 % fur MRP1 und 2,25 % fir die
nicht transfizierten Zellen (IC50 jeweils 2 uM). Probenezid in 2 mM Konzentration,
erwies sich im 15 min Efflux des fir beide transfizierte Zelllinien als eher ineffektiv
(MAFMmpr1) 4,55%, MAFre1) 2,59 %). Sulfynpyrazon hat in einer Konzentration von
2mM gute inhibitorische Effekte auf 2008 MDR (MAF 32%) und 2008 MRP (14,8%;
2008 MAF 4,5%). Benzbromaron ist in einer Konzentration von 25 uM als Inhibitor
effektiv,(MAFwmpr) 32%, MAFre1) 14,8%, MAF 2008/4,48 %) zeigt jedoch eine gewisse
Zunahme der Propidiumiodid positiven Fraktion.

Die Interpretation dieser Ergebnisse wird durch das Vorhandensein von P-gp und
MRP1 in den nicht transfizierten Zellen und der daraus resultierenden Uberlagerung
erschwert. Die Tabelle 2 fasst die Ergebnisse fur die spater verwendeten Inhibitoren

aus unabhéangigen Experimenten zusammen.
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2008 MDR1 2008 MRP1 2008 parentals

MAF-maximal |IC-50 MAF-maximal |IC-50 MAF-maximal  |IC-50
Indomethacin 21,1%60 uM 11,7%(0,8 uM 6,2%|1 UM
PSC-833 41,0%0,09 uM 12,9%)0,4 uM 7,5%0,5 uM
PAK-104 P 43,0%0,1 uM 16,0%(0,14 uM 7,7%0,4 UM
MK-517 25,6%2 uM 12,8%5 uM 6,5%

Tabelle 2:Zusammenfassung der MAF-Werte der verwendeten Inhibitoren

Neben der 2008 Zelllinie und ihren Transfektanten wurden auch die MDCK Il Zelllinien
untersucht. Fir MDCK Il MDRL1 liegt die Abnahme der Fluoreszenz bezogen auf die
Ausgangszelllinie MDCKII, also der RAF-Wert, zwischen 33 und 24 %, fur MDCKI|I
MRP1 bei etwa 14% und fur MDCKIl MRP2 liegt der RAF-Wert zwischen 27 und 20,2
%. Die Abbildung 29, 30 und 31 zeigt den Effekt der gewahlten Inhibitor-
Konzentrationen auf die MDCKII Zelllinien. Da die endogene P-gp Expression in dieser
Hunde-Nierenkarzinom Zelllinie hoch ist, wurde versucht endogenes P-gp mit 0,1 pM
PSC zu inhibieren. Indomethacin wirkt auf die MDCKII MRP1 Zellen mit hoher
Effektivitat, wohingegen der Transport der MDR1 und MRP2 Transfektanten kaum
inhibiert werden (Abb.29).

MDCK Il +0,1 PSC+INDOMETHACIN
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Abb.29 stellt die MAF-Werte der MDCKII Zelllinie und ihrer MDR1, MRP1 und MRP2 Transfektante unter
Verwendung von 10uM Indomethacin als Transport Inhibitor dar. Um die intrinsische P-gp Aktivitat zu

inhibieren wurde jeweils P-gp in geringer Konzentration (0,1uM) zugegeben.

PSC 833 wirkt in 1 uM Konzentration auf alle 4 Zelllinien inhibitorisch, wobei es nur bei

der MDR1 Transfektante ein im Vergleich zum RAF-Wert fast maximalen MAF-Wert
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erreicht, wahrend der Effekt auf die MRP1 und MRP2 Transfektanten nur mittelméassig

ist (Abb.30).
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Abb.30 stellt den Effekt von 1 uM PSC 833 auf die MAF-Werte der MDCK Zellen und ihrer Transfektanten
dar.
Eine Konzentration von 5 pM PAK-104P erreicht sowohl bei der MRP1 als auch bei der

MDR1 Transfektante hohe Werte (Abb. 31).
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Abb. 31: Effekt von 5 uM PAK-104P auf MDCKII Zellen und ihre Transfektanten.

4.2.2 Imatinib als Inhibitor des Calceintransport durch P-gp

Substrate von MRP1 und P-glykoprotein hemmen haufig den Transport anderer
Substrate durch kompetetive Inhibition. Um zu prifen, ob Imatinib ein Substrat von
MRP1 und P-gp ist, wurde untersucht, ob es auf den Calcein AM Transport inhibitorisch
wirkt. Hierzu wurde Imatinib in unterschiedlichen Konzentrationen im Calcein Assay mit
2008 Zellen und ihren P-gp und MRP1 transfizierten Tochterzelllinien zugegeben (Abb.
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32 links). Bei Imatinibkonzentrationen von 40 uM erreichte Imatinib bei den MDR1
transfizierten 2008 Zellen einen maximales MAF von 28 %. Die IC 50 liegt bei den
MDR1 transfizierten Zellen bei 1uM Imatinib. Bei den MRP1 transfizierten Zellen wird
der maximale MAF bei einer Imatinib Konzentration von 20uM erreicht und liegt bei 11,7
%. Die IC50 liegt dabei zwischen 4 und 20 uM. Auch bei den nicht transfizierten Zellen
wird der maximale MAF bei einer Imatinib Konzentration von 20 uM erreicht und liegt
bei 8 %. Die IC50 liegt bei 4 uM. Verwendet man die MDCKII Zelllinie und ihre
transfizierten Tochterzelllinien, und inhibiert man endogenes P-gp mit einer geringen
Konzentration von 0,1 uM PSC833, so inhibiert Imatinib in einer Konzentration von 5
UM lediglich den P-gp bedingten Calcein AM-Transport der MDCKII MDR1 Zelllinie
(Abb. 32 rechts), wéhrend der Calcein-Transport durch MRP1 und MRP2 nicht

beeinflusst werden.

Imatinib als Inhibitor des Calcein Tr. Calceiassay mit STI 571 in 5uM konz
30
I 20
-
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15 |
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0 10 20 30 40 MDR1 MRP 1 parental MRP 2
5
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Abb.30: Das linke Diagram zeigt die Wirkung unterschiedlicher Imatinib Konzentrationen auf den Calcein
Transport der 2008 Zellen (rot), ihrer MDR1 (grtin) und ihrer MRP1(blau) Transfektante. Das rechte
Diagram zeigt einen Calcein-Assay bei dem Imatinib in 5 uM Konzentration zur MDCKII Zelllinie und ihren
MDR1, MRP1 und MRP2 Transfektanten zugegeben wurde. Das Experiment wurde unter Anwesenheit

einer kleinen Menge PSC (0,1uM) durchgeftihrt.
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4.2.3 Imatinib als Inhibitor des Vinblastin Transport durch P-gp

Ein weitere Méglichkeit die inhibitorische Wirkung von Imatinib auf die Transportfunktion
von P-gp und MRP2 zu untersuchen bietet die Messung des Vinblastin-Transports von
MDCKII Zellen [163]. Diese Zellen bilden auf Transwells Monolayer, in denen P-gp und
MRP2 fast ausschliesslich in der apikalen Membran vorkommen. Mit radioaktivem
Tritium markiertes Vinblastin wird von diesen Zellen vom Intrazellularraum in das
apikale Kompartiment transportiert. Gibt man [°H] Vinblastin ins apikale Kompartiment,
so wirken P-gp und MRP2 der Konzentrationszunahme im basalen Kompartiment
entgegen (Abb.33: linke obere Abb. blauer Graph). Bei Zugabe ins basale
Kompartiment verstarken sie die Zunahme apikal (Abb.33: linke obere Abb. rosa
Graph). Die Differenz zwischen den Aktivitaten spiegelt die Transportaktivitaten. Gibt
man einen Transportinhibitor hinzu so reduziert sich diese Differenz.

Um den inhibitorischen Effekt von Imatinib auf den vektoriellen Transport von [*H]
Vinblastin zu messen, wurde es in einer Konzentration von 5 bzw. 25 uM dem Medium
zugegeben. Die Abbildung 33 zeigt die leichte Reduktion des Vinblastin-Transports bei
den MDR1 transfizierten MDCKII Zellen. Der Vinblastin-Transport ist sowohl bei 5 uM
als auch bei 25 pyM Imatinib um 26 % vermindert (jeweils errechnet als Mittelwert der
mittleren Aktivitdten des Transports von basal nach apikal zu den Zeitpunkten 1-4). Um
unspezifische Effekte auszuschliessen wurden auch die nicht transfizierten MDCKII
Zellen untersucht. Bei ihnen und auch bei den MRP2 transfizierten Zellen waren die

Transportaktivitaten unverandert.

Seite 67



[*HVB Transport durch
MDCKII MDR 1 ohne Imatinib

Transport von basal
nach apikal

Transport von apikal

_/ nach basal
—t—eteee OO

Oh 1h 2h 3h 4h

& 8 B

8

(&)]

o

Prozent der Ausgangsaktivitat

Prozent der Ausgangsaktivitat

N
al

15

10

[*HVB Transport durch MDCKIl MDR1in
Anwesenheit von 25uM Imatinib

Transport von basal
nach apikal

Transport von apikal
_./f A A nach basal

Oh 1h 2h 3h 4h

[*HVB Transport durch
MDCKII ohne Imatinib

Transport von basal
nach apikal

Transport von apikal
nach basal

Prozent der Ausgangsaktivitat

Prozent der Ausgangsaktivitat

[*H VB Transport durch MDCKII
in Anwesenheit von 25 pM Imatinib

Transport von basal
nach apikal

Transport von apikal
nach basal

Abb. 33 veranschaulicht den Transport des mit Tritium markierten Vinblastin, dargestellt hier in Prozent

der Ausgangsaktivitat. Rosa Graph: Aktivitatszunahme im apikalen Kompartiment bei basaler Zugabe von

Vinblastin. Blauer Graph: Aktivitditszunahme im basalen Kompartiment, wenn Vinblastin apikal

zugegeben wird. Links ohne, Rechts in Anwesenheit von Imatinib. Es sind die Ergebnisse zweier

unabhangiger Experimente dargestellt (siehe nachste Seite). Im Experiment oben wurden 25 uM Imatinib

eingesetzt und MDCKII MDR1 und MDCKII Zellen untersucht. Im unteren Experiment wurde 5 uM
Imatinib eingesetzt und MDCKIl MDR1, MDCKII MRP2 und MDCKII untersucht.
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4.2.4 Imatinib Transport durch P-gp im Transwell

Um direkt nachzuweisen, dass Imatinib ein Substrat von P-gp oder MRP1 ist, wurde der
direkte Transport der Substanz mittels HPLC untersucht.

Wiederum wurden MDR-1, MRP2 oder MRP1 cDNA exprimierende MDCK Il Zelllinien
auf Transwells ausgesat. Imatinib enthaltendes Medium wurde entweder apikal oder
basal zugegeben. Nach 2 und 4 h wurden Proben aus dem kontralateralen
Kompartiment gewonnen und die Imatinib-Konzentration mittels HPLC bestimmit.

Die Zellen trennen apikales und basales Kompartiment. Durch nicht vektorielle
Transportmechanismen, wie Diffusion, wirde die Imatinib-Konzentration
gleichermassen zunehmen unabhéngig davon, ob die Substanz apikal oder basal
zugegeben wurde.

Wie erwéhnt ist das MDR1 Gen codierte Transport Protein P-gp in der MDR1
transfizierten Zelllinie MDCKII MDR, in der apikalen Membran lokalisiert. Aufgrund
seiner Lokalisation ist der aktive Transport durch P-gp von basal nach apikal gerichtet.
Wenn Imatinib basal zugegeben wird, so wiirde, ein aktiver Transport vorausgesetzt,
die Zunahme der Imatinib Konzentration im Imatinib freien apikalen Kompartiment durch
den aktiven P-gp -Transport verstarkt. Und sie wiirde abgeschwéacht, wenn Imatinib
apikal zugegeben wird.

Wenn also Imatinib aktiv transportiert wiirde, entstiinde eine Differenz zwischen den
Konzentrationen apikal und basal, die den vektoriellen Transport widerspiegeln wirde.
Ist es kein Substrat, so wirde sich keine Differenz ergeben. Die Ergebnisse die man
erhalt, wenn man Imatinib zu den MDCKIlI MRP2 Zellen gibt, in denen MRP2 apikal
lokalisiert ist, sind genauso zu interpretieren.

In der Transfektante MDCKII MRP1 ist MRP1 basolateral lokalisiert und wiirde einen
Imatinib Transport von apikal nach basal verursachen. Es kdme also zu einer
Verstarkung der Konzentrationszunahme im kontralateralen Kompartiment wenn
Imatinib apikal zugegeben wird, und zu einer Abschwachung wenn es basal zugegeben
wird. Um Effekte durch das endogene P-gp zu unterdriicken, wurde das Experiment in

Anwesenheit einer geringen Menge PSC833 (0,1uM) durchgefihrt.
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Im Gegensatz zur geringen Konzentrationsdifferenz von 1,5 % bei den nicht
transfizierten MDCKII Zellen, bewirkt die vermehrte P-gp-Expression bei MDCKIl MDR1
einen deutlichen Konzentrationsunterschied von 35 % (Abb. 34, rechts oben). Dies
beweist, dass P-gp Imatinib aktiv transportieren kann. Die MRP1 transfizierte Zelllinie
MDCKII MRP1 zeigte eine geringe Differenz von —3,8 %, was gegen einen effektiven
Transport durch MRP1 spricht. Die Zunahme der Differenz bei den MRP2

Uberexprimierenden Zellen ist nicht signifikant.
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Abb. 32 stellt die Imatinib Konzentrationen im Verhaltnis zur Ausganskonzentration von 5uM dar. Bei
Zugabe von Imatinib ins basale Kompartiment zum Zeitpunkt O wurde apikal nach 2 und 4 h eine Probe
entnommen (blau). Bei Zugabe von Imatinib ins apikale Kompartiment wurde aus dem basalen
Kompartiment die Probe entnommen (orange) und die Imatinib Konzentration mittels HPLC gemessen.
Um endogenes P-gp zu hemmen wurden die Experimente in Anwesenheit einer kleinen Menge von 0,1
UM PSC durchgefuhrt. Hier sind die Ergebnisse eines Experiments dargestellt. Ein

Wiederholungsexperiment zeigte entsprechendes.
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4.2.5 Vergleich der multidrug resistance Aktivitat vor und nach Entwicklung
einer Imatinibresistenz bei Patienten mit Ph*ALL

Die im Vorfeld kryokonservierten mononukleéren Zellen von 10 erwachsenen Patienten
mit Ph*ALL, die an der ,Phase Il Studie zur Untersuchung von Sicherheit und
antileukamischer Wirkung von STI 571 bei Patienten mit Ph*ALL “ teilnahmen und eines
ebenfalls mit Imatinib behandelten CML Patienten in lymphoider Blastenkrise wurden
mit dem Calcein-Assay untersucht. Von diesen Patienten zeigten vier eine komplette
hamatologische Remission, zwei eine partielle Remission und funf waren refraktéar
gegenuber der Imatinib Therapie. Nach einigen Wochen entwickelten auch die
Patienten die primar gut auf Imatinib ansprachen ein Rezidiv. Um einen
intraindividuellen Vergleich zwischen sensiblen Blasten und resistenten Blasten zu
ermoglichen, wurden von 8 Patienten jeweils pré- und posttherapeutische Proben
untersucht. Hierdurch sollte Uberprift werden, ob die wahrend der Therapie mit Imatinib
entstehende Resistenz durch MRP1 oder P-gp bedingt ist. Zudem sollte die multidrug
resistance Aktivitat von Patienten die primar Imatinib sensibel waren mit solchen
verglichen werden die primar refraktar waren. Tabelle 3 zeigt Charakteristika der

untersuchten Patienten.

Geschlecht/ Therapie-
Pat. Nr. Alter Erkrankung | Bruchpunkt Imatinib Therapie ergebnis
Dauer (d) bestes Ansprechen

#1 w/35 c-ALL b2a2 88 CR Rezidiv /Tod
#2 w/54 c-ALL ela2 70 CR Rezidiv /Tod
#3 w/33 c-ALL ela2 45 CR Rezidiv /Tod
#4 w/51 CML,lyBC |unbekannt| 138 CR Rezidiv /Tod
#5 w/64 pre-B-ALL |unbekannt 54 PR Rezidiv /Tod
#6 m/29 biphen. ALL b3a2 44 PR Rezidiv /Tod
#7 w/56 c-ALL ela2 21 Refraktar Refraktar/Tod
#8 w/53 c-ALL ela2 40 Refraktar Refraktar/Tod
#9 m/26 c-ALL ela2 44 Refraktar Refraktar/Tod
#10 w/44 pre-BALL ela? 26 Refraktar Refraktar/Tod
#11 m/57 c-ALL ela2 22 Refraktar Refraktar/Tod

Tab. 3: Patientenmerkmale. CR: komplette Remission (Blastenanteil im KM < 5 %, keine Blasten

peripher), PR: partielle Remission (Blastenanteil peripher und im KM < 15 %)

Die Verwendung mehr oder weniger spezifischer Inhibitoren fur P-gp und MRP1 sollte
eine Unterscheidung zwischen P-gp Transport und MRP1 -Transport moglich machen.
Zur Inhibition der MRP1 Funktion wurde Indomethacin in 10 uM Konzentration

verwendet. PSC 833 wurde in 1 uM Konzentration verwendet und hatte sich im Vorfeld
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als ein guter Inhibitor von P-gp gezeigt, wobei es kaum spezifisch war. PAK-104P
wurde zusatzlich als Inhibitor beider Transportproteine eingesetzt (4.2.1).

Insgesamt war der multidrug resistance activity factor niedrig, und lag im Durchschnitt
bei 0,8 % fur Indomethacin und bei 2,6 % fur PSC fur die pratherapeutischen ALL-
Proben. Die Standardabweichung war hoch, so das ein Vergleich zwischen den Proben,
keine sicheren Aussagen ermdglicht. Zwei Patienten (siehe Abb. 36: Pat.: #2, #8),
zeigten einen leichten Anstieg des MAFpsc. Patient #2 hat einen MAFpsc-Anstieg von
7,23 % (+/-1,2) auf 9,89 % (+/-2). Patient #8 hat einen Anstieg des MAFpsc von 2,3 %
(+/- 3,3) auf 4,35 % (+/- 0,31). Es wurde daraufhin ein weiteres Mal Proben dieses
Patienten aufgetaut, bei Kontrolle ergab sich ein Anstieg von -2,11 % (+/-5,3) auf 7,76
% (+/-3,05). Allerdings zeigten die meisten Patienten keine Zunahme des MAFpsc.
Betrachtet man den Effekt des sowohl MRP1 als auch P-gp inhibierenden Inhibitors
PAK-104P so kommt es wiederum bei den Patient #2 und #8 zu einem MAF Anstieg
(Abb.37). Bei Patient #2 kommt es zu einen MAF Anstieg von 3,83 % (+/-2,1) auf 7,18
% (+/- 2,38). Patient #8 zeigt im Wiederholungsexperiment einen Anstieg von 2,78 %
(+/-0,48) auf 4,23 % (+/-0,41). Vergleicht man die durchschnittlichen MAF-Werte der
Patienten die komplett oder partiell Ansprachen vor Therapie mit denen nach Resistenz
Entwicklung kommt es nicht zu einem Anstieg der MAF-Werte. Im einzelnen lagen die
pratherapeutischen MAF-Werte bei 2,2 % fir Indomethacin, 3,3 % fur PAK-104P und
bei 4,3 % fur PSC833. Die posttherapeutischen MAF-Werte lagen bei 0,8 % fur
Indomethacin, 1,3 % fir PAK-104P und bei 2,8 % fir PSC833. Aufgrund des fehlenden
Anstiegs in der Mehrzahl der untersuchten Patientenproben und der niedrigen
Grundaktivitat, scheinen die ABC-Transporter P-gp und MRP1 nicht die Hauptursache
fur die Rickfalle der 8 Patienten zu sein. Die 5 untersuchten Patienten mit priméarer
Resistenz gegen Imatinib haben durchschnittlich keine signifikant héhere
Transportfunktion im Vergleich zu den nicht resistenten Patienten, so dass auch bei
diesen Patienten andere Faktoren und Mechanismen als Hauptursache des
Nichtansprechens postuliert werden mussen. Die durchschnittlichen MAF-Werte der
primar resistenten Patienten liegen bei 2,23 % flr Indomethacin, 1,56 % fir PAK-104P
und 3,54 % fur PSC833.
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Calcein(am) transport inhibiert durch Indometacin: MRP1 Aktivitét
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Die Abb.35 fasst die MAF-Werte [%] mit Indomethacin (10 pM) als Inhibitor von MRP1 zusammen. Links
sind jeweils pra- und rechts posttherapeutische MAF-Werte der jeweiligen Patienten dargestellt. Patient
#1-4 sprachen initial an, Patienten #5-6 sprachen nur partiell an und Patient #7-11 sprachen nicht auf die

Imatinib Therapie an.

Calcein(am)transport inhibitert durch PSC833: P-gp Aktivitat
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Die Abb.36 fasst die MAF-Werte mit PSC833 (1uM) als Inhibitor zusammen. In dieser Konzentration
inhibiert PSC833 P-gp sehr effektiv, aber in einem gewissen Mass auch die MRP1-Aktivitat
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Calcein(am)transport inhibiert durch Pak-104P: MRP1 & Pgp Aktivitét
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Die Abb. 37 fasst die MAF-Werte mit PAK-104P (5uM) als Inhibitor des Calcein Transports zusammen.
PAK104P hemmt sowohl P-gp als auch MRP1 bedingten Transport sehr effektiv.
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5 Diskussion

5.1 Stellenwert von P-gp und MRP1 bei der Resistenz Entwicklung von

Patienten mit Philadelphia positiver Leukamie gegentber Imatinib
Imatinib ist ein BCR-ABL spezifischer Tyrosinkinase Inhibitor der bei Philadelphia
Chromosom positiver Leukdmie durch Unterbrechung des pathogenetisch ursachlichen
Signalweges wirksam ist. Bei Patienten mit Philadelphia-Chromosom positiver ALL
kommt es nach durchschnittlich 2,2 Monaten Imatinib Therapie trotz initialem
Ansprechen (CHR 19 %, CMR 10 %, PR 31 %) und fortgesetzter Therapie zu einem
Rezidiv. Etwa 30 % der Patieneten sprechen primér nicht auf Imatinib an. In dieser
Arbeit sollte untersucht werden, ob die ABC-Transporter P-gp und MRP1 an der
primaren oder sekundéaren Imatinibresistenz beteiligt sind. Die zugrundeliegende
Annahme fur die Entwicklung einer sekundaren Imatinibresistenz ist, dass die Substrat
Pumpen MRP-1 und P-gp nach mehrwdchiger Imatinib Therapie Uberexprimiert werden,
und durch aktiven Imatinib Auswartstransport die intrazellulare Imatinib-Konzentration
so stark vermindern, dass die Tyrosinkinase reaktiviert wird. Bei den primar refraktaren
Patienten lage dem entsprechend bereits pratherapeutisch eine Uberexpression von
MRP1 oder P-gp vor.

Die Vermutung, dass P-gp bei der Resistenzentwicklung gegenuber Imatinib eine Rolle
spielen kénnte, wurde durch Beobachtungen bestarkt, die Mahon et al. mit der BCR-
ABL positiven Zelllinie LAMA 84r machten. Diese Zelllinie zeigte nach Imatinib-
Langzeitexposition eine verminderte Sensitivitdt gegeniber Imatinib. Mittels
DurchfluRzytometrie wurde eine Uberexpression des MDR1-Gen codierten P-gp
festgestellt. Durch Verapamil, einem unspezifischen P-gp Inhibitor, liess sich die
Imatinib-Resistenz der Zelllinie zum Teil wieder aufheben [82].

5.1.1 Imatinib als Substrat und Inhibitor des P-gp-Transports

Voraussetzung fur eine Beteiligung von ABC-Transportern an der Imatinibresistenz ist
das Imatinib ein Substrat dieser Transport Proteine ist. Unter Verwendung der MDR1
transfizierten Zelllinien 2008 und MDCKII habe ich zeigen kénnen, dass das P-gp
Substrat Calcein AM bei Anwesenheit von Imatinib weniger effizient transportiert wird.
Der P-gp Transport wird in mikromolaren Konzentrationen durch Imatinib inhibiert (IC50

1 uM). Der in den MRP1 transfizierten 2008 Zellen im Vergleich zur Ausgangszelllinie
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erhohte MAF-Wert bei hohen Imatinib Konzentrationen, spricht daftir, dass Imatinib in
hohen Konzentrationen auch den MRP1 bedingten Calcein Transport hemmt.
Hegedues T. et al. zeigten flr den Calceintransport durch P-gp und MRP1 nach
Abschluss des experimentellen Teils dieser Arbeit entsprechendes [205]. Auch ein
weiteres P-gp Substrat, das mit dem B-Strahler [3H] markierte Vinblastin, wurde in
Anwesenheit von Imatinib durch MDCKII MDR1 weniger effizient transportiert. Die nur
etwa 25 % ige Reduktion des Vinblastin-Transports weist daraufhin, dass Imatinib im
Vergleich zu anderen Inhibitoren nur ein massiger Inhibitor der P-gp Funktion ist.
Pluronic L61 beispielsweise erreicht im selben Transportassay eine anndhernd 100 %
ige Reduktion des Vinblastin Transports von P-gp [163]. Im Gegensatz zu P-gp war der
MRP2 bedingte Transport von Vinblastin in Anwesenheit von Imatinib im Vergleich zur
nicht transfizierten Kontrolle nicht beeintrachtigt.

Ausgehend von der Beobachtung, dass viele Substrate von P-gp und MRP1 auf den
Transport anderer Substrate kompetetiv inhibitorisch wirken [176, 189], liegt die
Vermutung nahe, dass Imatinib ein P-gp Substrat ist.

Unter Verwendung der Nierenkarzinom Zelllinie MDCKII und ihrer MRP1, MRP2 und P-
gp stabil exprimierender Transfektanten gelang es, den Imatinib Transport direkt
nachzuweisen. Die MDCKII Zelllinien bilden, wenn sie auf Transwells ausgesét werden,
ein einschichtiges Epithel, in dem die Transportproteine eine polare Anordnung
besitzen: P-gp und MRP2 befinden sich ausschliesslich in der apikalen Membran,
MRPL1 in der basalen Zellmembran. Hierdurch produzieren die Zellen eine aktiven
gerichteten parazellularen Transport [163].

Bei der P-gp exprimierenden MDR-1-Transfektante zeigte sich in diesem
Transwellassay nach 4 h eine deutliche Imatinib Konzentrationsdifferenz, wenn man die
Konzentrationen im kontralateralen Kompartiment bei Zugabe apikal bzw. basal
vergleicht. Dies ist als eindeutiger Beweis flir den Transport von Imatinib durch P-gp zu
werten. MRP1 und MRP2 flhrten nicht zu einem effektiven Imatinib-Transport. Der
direkte Nachweis eines durch P-gp verursachten Imatinib-Transports passt zu den
Befunden die Mahon et al. an der Imatinib resistenten Zelllinie LAMA84r nachwiesen
[82].

Folglich kommt P-gp, nicht aber MRP1 und MRP2, als Verursacher von Resistenzen
gegen Imatinib bei hamatologischen und nicht hAmatologischen Malignomen in Frage.
Ausserdem ist ein Einfluss von P-gp auf die Aufnahme, Verteilung und Exkretion von

Imatinib moglich. P-gp ist im Bereich der apikalen Membran der Enterozyen im DUnn-
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und Dickdarm hoch exprimiert, und ist dabei so orientiert, dass es Substrate aus dem
Enterozyt zuriick ins Darmlumen transportieren kann [190]. Allerdings liegt die
Bioverfugbarkeit von Imatinib bei 98 % [191], im Gegensatz zu anderen P-gp
Substraten, wie Cyclosporin A oder Digoxin, deren Bioverfugbarkeit durch P-gp
beschrankt wird [192]. Da Imatinib die P-gp Funktion zumindest teilweise inhibieren
kann ist ein Einfluss auf die Bioverfligbarkeit anderer P-gp Substrate bei gleichzeitiger
oraler Gabe denkbar.

Die physiologisch hohe P-gp Konzentration im Bereich der lumenwartigen Oberflache
der Kapillarendothelien des Gehirns blockiert den Ubertritt von P-gp-Substraten tber
die Blut-Hirn Schranke [101, 102]. Im Ephithel des Plexus choroideus sind P-gp und
MRP1 an der Formierung der Blut-Liquorschranke beteiligt [85]. Dies kdnnte zu einer
verringerten Konzentration von Imatinib im Gehirn bzw. in den Meningen fuhren, und
somit die Effektivitat von Imatinib bei Behandlung einer Ph*ALL mit einer Meningeosis
leukemica beeintrachtigen. Interessanterweise ist die Imatinib-Liquorkonzentration im
Vergleich zur Imatinib Serumkonzentration deutlich verringert [206]. Prifenswert ist
daher eine Untersuchung von P-gp Inhibitoren, zur Erh6hung der ZNS-Konzentrationen
von Imatinib.

Umgekehrt ist denkbar, dass Imatinib durch Inhibition von P-gp im Bereich der
Bluthirnschranke, die Penetration von anderen Substraten, wie Loperamide oder
Vinblastin verstarkt, was eine gesteigerte zentralnervise Toxizitat dieser Substanzen
nach sich ziehen wirde. Allerdings sind solche Interaktionen flr andere P-gp Substrate
lediglich fur Loperamide und Chinin beschrieben [193], es handelt sich also um eine
sehr seltenes Interaktion [194].

In hamatopoetischen Zellen wird P-gp in der unreifen Stammzellpopulation
physiologischerweise exprimiert, mit hochster Expression in den CD34"°" und CD 34
Stammzellen [104]. Dies fuihrt zu einer geringeren Sensitivitat hamatopoetischer
Stammzellen gegentber chemotherapeutischen Regimes im Vergleich zu
differenzierteren hamatopoetische Zellen [105, 106]. Im Gegensatz zur Ph*ALL ist bei
der myeloproliferativen Erkrankung CML auch die Stammzellpopulation betroffen. In der
Ph*-Stammzellfraktion konnte physiologisch vorhandenes P-gp die intrazellulare
Imatinib-Konzentration reduzieren, und so die konstitutiv aktive Tyrosinkinase
reaktivieren. Die BCR-ABL positive Stammzellpopulation kénnte so einen Vortell

gegeniiber der BCR-ABL negativen erhalten. Die P-gp Expression in Ph*-Stammzellen
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ist allerdings bislang nicht untersucht. Allerding wurde bei der CML eine primitive Ph*

Stammzellpopulation beschrieben, die in vitro Imatinib resistent ist [195].

5.1.2 P-gp-Funktion bei Patienten mit Ph*ALL nach sekundarer

Resistenzentwicklung
Um zu untersuchen, ob P-gp oder MRP1 fir die Resistenzentwicklung der mit Imatinib
behandelten Patienten mit Ph*ALL verantwortlich ist, sollte der multidrug resistance
Phanotyp kryokonservierter mononuklearer Zellen der Patienten vor und nach Therapie
bestimmt werden. Ausserdem sollten mononukleare Zellen von primar gegentiber
Imatinib refraktaren Patienten untersucht werden.
In unterschiedlichen Studien wurden Methoden zur Bestimmung des multidrug
resistance Phanotyps entwickelt, die entweder das mRNA Level, die Protein-Expression
oder die Transportfunktion messen [196, 197]. Die Bestimmung von Expression und
Funktion von P-gp und MRP1 ist allerdings nach wie vor kontrovers, was zu
inkonsistenten Ergebnissen in verschiedenen Studien fuhrt [198]. Da fur die Funktion
von ABC-Transpotproteinen die Lokalisation entscheidend ist, haben Methoden die
lediglich mRNA Level bzw. Proteinniveaus messen einen konzeptionellen Nachteil. In
dieser Arbeit wurde daher eine Methode zur Bestimmung der Funktion der
Transportproteine gewahlt. Die Transportfunktion ist der klinisch interessanteste
Parameter und auch eng mit dem Ansprechen korreliert [199-201]. Hierzu wurde ein
modifizierter Calcein-Assay unter Verwendung von P-gp und MRP1 transfizierten
Zelllinien etabliert. Calcein hat den Vorteil, das es nicht an zellulare Komponenten
bindet, und seine Fluoreszenz vom intrazellularen pH, Ca** und Mg®*-Konzentration
unabhangig ist [174]. Zu den aufgetauten Zellen wird nach Prainkubation mit und ohne
P-gp bzw. MRP1 Inhibitoren, Calcein AM gegeben. Das lipophile Calcein AM dringt in
die Zellen ein, und wird dort von Esterasen in das hydrophile und fluoreszierende
Calcein umgewandelt. P-gp und MRP1 kénnen durch aktiven Transport von Calcein AM
die Akkumulation von Calcein im Zellinnern verhindern. Durch den Einsatz von
Inhibitoren der Transport-Proteine erhalt man durch Kalkulation der mittleren
Fluoreszenzen mit und ohne Inhibitor, den multidrug resistance Aktivitatsfaktor (MAF-
Wert), der die Transportfunktion dieser Proteine widerspiegelt. Zur Identifizierung des
MRP1 vermittelten Transports wurde Indomethacin in einer 10uM Konzentration
verwendet. Es hatte in dieser niedrigen Konzentration auf die mit MRP1cDNA

transfizierten Zelllinien einen selektiven Effekt gezeigt. Auch Hollo et al. bestimmten fur
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Indomethacin eine grosse Differenz zwischen der IC50 von MRP1 (10uM) und P-gp
(>800uM) [143]. Der Inhibitor PSC833, der in 1 uM Konzentration eingesetzt wurde,
zeigte hingegen, wie auch PAK-104P, keine stark differierenden IC50 Werte fir P-gp
und MRP1, und somit nur eine geringe Spezifitat.

Wie oben gezeigt ist nur P-gp nicht aber MRP1 in der Lage Imatinib zu transportieren.
Daher sind vor allem MAF-Werte, die man durch Inhibition des Calceintransports mit
PSC und PAK erhalt, zur Beurteilung einer Mitverursachung der Imatinib Resistenz von
Interesse. Da PAK und PSC auch den Calceintransport durch MRP1 hemmen, sind nur
solche Transportaktivitaten sicher durch P-gp bedingt, bei denen die MRP1 Aktivitat
(Indomethacin als Inhibitor) gering ist.

Von den untersuchten Patienten mit Ph*ALL wurden mononukleare Zellen vor Imatinib-
Therapie und parallel dazu nach Resistenzentwicklung aufgetaut und untersucht.
Insgesamt waren die MAF-Werte der mononukledren Patientenzellen niedrig, und lagen
in einem Bereich der mit den lymphoblastischen Zelllinien vergleichbar ist. Lediglich bei
zwei der untersuchten Patienten fand sich eine leichte Zunahme des PSC inhibierten
Calcein AM-Transports am Ende der Imatinibtherapie, wahrend der MAFpsc bei den
anderen Patienten abnahm oder gleich blieb. Aufgrund der hohen
Standardabweichungen sind Vergleiche allerdings nur von eingeschréankter
Aussagekraft. Neben den Patienten, die erst eine sekundare Resistenz gegenuber
Imatinib entwickelten, wurden Patienten mit Ph*ALL untersucht, die primér nicht auf
Imatinib ansprachen. Auch diese initial resistenten Patienten zeigten keine stark
erhohten MAF-Werte.

Vergleicht man die pratherapeutischen MAF-Werte, die fur die untersuchte
Patientenpopulation erhalten wurde (MAF-PSC = 3,12 %), mit MAF-Werten die Karaszi
et al. bei Patienten mit ALL in Budapest gefunden haben (MAF-Verapamil = 7,8 %), so
sind unsere Werte niedriger. Karaszi et al. zeigten auch, dass die MAF-Werte
mononukleérer Zellen von Normalpersonen in einem ahnlichen Bereich liegen.
Demgegeniber lag der MAF-Wert der AML-Patienten in derselben Studie mit 17,6 %
deutlich hoher [112]. Die Diskrepanz zwischen unseren Werten und den Werten, die
Karaszi et al. erhielten erklart sich mdglicherweise durch geringe methodische
Unterschiede. So wurde von Karaszi et al. Verapamil als Inhibitor beider
Transportproteine verwendet. Zudem untersuchten sie frische Zellen, die nicht
kryokonserviert wurden und analysierten nur eine zuséatzlich eingegrenzte

Subpopulation von Zellen. Ausserdem handelt es sich bei den von Karaszi et al.
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untersuchten ALL-Patienten nicht ausschliesslich um Philadelphia positive Félle, wie es
bei den hier untersuchten Patienten der Fall ist.

Die niedrigen funktionellen Aktivitaten der mononukleéren Zellen der Ph*ALL-Patienten
und der lymphoblastischen Zelllinien im Calcein-Assay werfen die Frage auf, inwieweit
P-gp Uberhaupt eine Relevanz bei akuten lymphatischen Leukamien besitzt. Letztlich
ware bei fehlender bzw. sehr niedriger Expression von P-gp auf Lymphoblasten, P-gp
fur die Entwicklung einer Resistenz gegenuber Imatinib bei Patienten mit ALL nicht von
Bedeutung. Wie einleitend erwahnt, haben Tumore aus Geweben mit
physiologischerweise hoher P-gp Expression, wie Nierenzellkarzinome, ebenfalls hohe
P-gp Expressionen, was zur primaren Resistenz solcher Tumore gegenuber
Chemotherapie fuhrt [98]. Demgegenuber sprechen padiatrische ALL-Patienten sehr
gut auf Chemotherapie an. Im Gegensatz zur AML, bei der eine Korrelation zwischen P-
gp/MDR-1 Expression bzw. Funktion auf der einen Seite und Ansprechen auf
Chemotherapie bzw. Langzeitiberleben auf der anderen Seite von unterschiedlichen
Autoren gezeigt wurde [112, 172], ist die Relevanz der im Vergleich zur AML
niedrigeren P-gp Expression und Aktivitat bei der ALL noch kontrovers. Beispielsweise
fanden den Boer et al. bei kindlichen akuten lymphatischen Leukamien keine
Korrelation zwischen durchflusszytometrisch gemessener P-gp Expression und
klinischen Parametern wie Ansprechen. Genauso wenig liess sich zur in vitro Resistenz
gegenuber Zytostatika wie Vincristin, Etoposide und Daunorubicin eine Korrelation
herstellen. Die P-gp Expression der ALL-Zellen bei Diagnose lag etwa genauso hoch,
wie bei Lymphozyten von Normalpersonen [187]. Auch Wattel et al. konnten keine
Korrelation zwischen der bei 64% der untersuchten Erwachsenen ALL-Patienten als
positiv bewerteten P-gp Expression, und einem Ansprechen auf Chemotherapie bzw.
dem Langzeitiiberleben feststellen [202]. Im Gegensatz dazu konnten Dhooge et al.
mittels Immunzytochemie zeigen, dass kindliche ALL-Patienten nach Ruckfall mit 34 %
haufiger P-gp exprimieren als Patienten vor Therapie mit 14 %. Zudem fanden sie, dass
P-gp ein unabhangiger prognostischer Faktor ist [203]. Und Damiani et al. zeigten, dass
P-gp positive erwachsene ALL-Patienten (47%) eine hohere Wahrscheinlichkeit haben
Ruckfalle zu bekommen [119]. Tafuri et al. konnten fir die von ihnen untersuchten
erwachsenen ALL-Patienten demonstrieren, dass die 22 % P-gp positiven Patienten mit
53 % eine schlechtere komplette Remissionsrate hatten als die P-gp negativen mit 80
% [120]. Woerden et al., Tafuri et al. und Damiani et al. haben zwischen Ph*ALL und

Ph'ALL keine Unterschiede in der P-gp Expression messen kénnen [119-121]. Ein
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direkter Vergleich der P-gp Funktion zwischen Ph*ALL und Ph"ALL wurde bislang noch
nicht beschrieben.

Die Widerspruchlichkeit der Ergebnisse der verschiedenen Autoren ist wahrscheinlich
neben der stark differierenden Methodik auch durch die eher schwache Expression von
P-gp auf den lymphoblastischen Zellen begrindet, die eine sichere Quantifizierung
erschwert [198]. Dass auch niedrige P-gp Level Einfluss auf die basale Zytostatika-
Resistenz besitzen, konnte im tbrigen an P-gp-Knock-out Mausen gezeigt werden
[204]. Versucht man die Bedeutung von P-gp flir die Lymphoblasten abschliessend zu
bewerten, so sprechen derzeit die Mehrzahl der neueren Veroffentlichungen dafir, dass
es zwar keine ausgepragten Uberexpressionen von P-gp bei der ALL gibt, dass aber
auch geringe Differenzen in Expression und Funktion von P-gp, zu Differenzen im
klinischen Ansprechen einer Chemotherapie und des Langzeitiberlebens fihren. Da
die MAF-Werte der von uns untersuchten Patienten durchaus differieren, mit dem
hochsten MAFesc) nach Therapie von 9,9 % bei Pat.Nr.2, und dem niedrigsten
MAFesc) nach Therapie von 0,1 bei Pat. Nr.5, ware eine unterschiedliche Sensitivitat
der Zellen gegenlber Zytostatika zu erwarten.

Will man diese Ergebnisse allerdings auf die Imatinib Therapie Gbertragen, so ist neben
dem Nachweis, dass Imatinib Substrat von P-gp ist, die Frage zu beantworten, wie
effizient dieser Transport im Vergleich zu anderen Zytostatika ist. Da wir keine
intrazellularen Imatinib-Konzentrationen messen konnten, ist lediglich eine Abschazung
anhand der in vitro Daten madglich. In den Transportexperimenten, in denen die
polarisierten MDCKII Zellen verwendet wurden, ist die Konzentration im basalen
Kompartiment bei apikaler Zugabe von Imatinib mit der Situation im Intrazellularraum
der Lymphoblasten vergleichbar. Bei den nicht transfizierten Zellen lag nach 4 h die
Imatinibkonzentration basal bei 30% der Ausgangskonzentration, bei den mit MDR1
transfizierten lag der Wert bei 18%, und war damit etwa 40 % niedriger. Dagegen lag fur
Vinblastin nach 4 h die Konzentration basal bei den nicht transfizierten MDCKII Zellen
bei 3,9% der Ausgangskonzentration, und bei den MDR1-transfizierten Zellen betrug sie
bei 1,3% der Ausgangskonzentration, war also 70 % niedriger. Man erkennt bei diesen
Werten, dass P-gp die Vinblastin-Akkumulation prozentual starker behindert als die
Akkumulation von Imatinib. Nun haben die Lymphoblasten der Patientenzellen
niedrigere MAFpsc) Werte als die MDRL1 transfizierten MDCKII Zellen. Ausgehend vom
Maximalwert von 9,9 % bei Patient #2 und dem MAF psc) von 30 % bei MDCK 1l MDR1
ist es wahrscheinlich, das die Reduktion der Imatinib-Konzentration in den Patienten
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Zellen nicht grosser ist als 10-15 %. Das durch diese nur geringe Reduktion der
Imatinib-Konzentration die BCR-ABL Tyrosinkinase wieder aktiviert vorliegt, erscheint
unwahrscheinlich. Da die Ruckfélle der Patienten mit sekundéarer Resistenz sich trotz
unterschiedlicher MAF-Werte in ihren Charakteristika nicht unterschieden und regelhaft
nach einer relativ kurzen Zeit von 2-3 Monaten auftraten [65], ohne dass es dabei zu
einer signifikanten Steigerung des multidrug resistance Aktivitat kam, ist das
Vorhandensein anderer Resistenzmechanismen als Ursache der Imatinib-Resistenz
anzunehmen. Hierbei haben unterschiedliche Autoren mit in vitro Modellen und mit
Untersuchungen von mononukleéren Zellen von Patienten verschiedene Mechanismen
beschrieben.

Die in vitro etablierten Imatinib resistenten Zelllinien hatten meist eine BCR-ABL-
Genamplifikation als Ursache der im Vergleich zu ihren Ausgangszelllinien geringeren
Imatinib Sensibilitat [72, 73, 82]. Allerdings liess sich auch bei megakaryozytaren CML-
Zelllinie LAMAS84r eine Hochregulation von P-gp mittels Durchflusszytometrie
nachweisen [82]. Zwei andere Zelllinien, K562r und AR230r, die wie LAMA84r eine
Erh6hung IC50 fur Imatinib aufweisten, zeigten keine Veranderung der P-gp
Proteinexpression. Die von le Coutre et al. beschriebene gegentber Imatinib resistente
Zelllinie Lama84R hatte im Vergleich zur nicht resistenten Ausgangszelllinie, keine
vermehrte Expression der MDR1ImMRNA [73]. Beide Autoren untersuchten nicht die
MRP1 Expression der Zelllinien. Weisberg et al. untersuchten in den Imatinib
resistenten Zelllinien K562r undBa/F3p210r mittels Durchfluzytometrie die MRP1 und
P-gp Expression und fanden keine vermehrte Expression. Auch hier erklarten sich die
Resistenzen durch eine erhéhte BCR-ABL Proteinexpression [72].

Auch bei den sekundaren Resistenzen bei CML Patienten liessen sich
Genamplifikationen nachweisen [75]. Ein weiterer Mechanismus der bei Patienten mit
sekundar erworbener Imatinib Resistenz auftrat, ist durch Mutationen in der
Tyrosinkinase Domane von BCR-ABL ausgel6st, welche die kompetetive Bindung von
Imatinib in der ATP-Bindungsregion beeintrachtigen [75-77, 79]. Ob bei den resistenten
Patienten eine veranderte Expression/Funktion von MRP1 und P-gp vorhanden ist,
wurde allerdings bisher in keiner Veroffentlichung untersucht. Interessanterweise
zeigten nicht vertffentlichte Genexpressionsdaten (Mikroarray), die in der
hamatologischen Abteilung des Universitatsklinikums Frankfurt durch PD. Dr. med.
Hofmann erhoben wurden, dass die MDR1-mRNA Expression bei den primér gegen

Imatinib resistenten Ph*Patienten hoher lag, als bei den Patienten die primar
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ansprachen. Zusatzlich fand sich bei zwei dieser primar resistenten Patienten ein
Anstieg der MDR1-mRNA, wéhrend der Therapie, so dass in diesen Fallen die
Vermutung nahe liegt, dass eine vor Imatinib Therapie erworbene MDR1 Gen-
Amplifikation eine primare Resistenz bei einem Teil der primar resistenten Patienten
unterstitzt. Zusatzliche, noch unbekannte Mechanismen bei der priméar resistenten
Patientengruppe sind wahrscheinlich, zumahl im Gegensatz zu den sekundar
resistenten Patienten, keine Mutationen in der ATP-Bindungsregion gefunden wurden.
Da bei der relativ niedrigen funktionellen Aktivitat in den in dieser Arbeit untersuchten
Zellen nicht davon auszugehen ist, das P-gp eine bedeutsame Reduktion der
intrazellularen Imatinib-Konzentration bewirkt, muss geschlossen werden, dass P-gp bei
den untersuchten Patienten eine sehr untergeordnete Bedeutung fur die
Resistenzentwicklung gespielt hat. Zusammenfassend konnte die Verursachung einer
sekundaren Imatinib-Resistenz alleine durch P-gp bei akuten lymphatischen Leukamien
nicht nachgewiesen werden. Dass eine vermehrte P-gp Expression eine primare
Resistenzentwicklung unterstitzt, ist jedoch anzunehmen. Aufgrund der gré3eren
Bedeutung die P-gp fur CML-Patienten in Blastenkrise spielt [115-117], ist die

Untersuchung der P-gp Funktion auch bei Imatinib behandelten CML-Patienten sinnvoll.

5.2 Bedeutung von MRP1 und P-gp flr die Resistenz von BCR-ABL

positiven Zelllinien gegeniber Zytostatika
Ein Charakteristikum BCR-ABL transformierter Zellen ist deren geringe Sensitivitat
gegenuber Apoptose auslésenden Stimuli, wie Zytostatika [178-180]. Diese Eigenschaft
wird als Erklarung fiir das schlechte Ansprechen der Ph*CML und der Ph*ALL auf
konventionelle chemotherapeutische Regimes angefuhrt. Eine Reihe mdglicher
Ursachen, z.B. die Hochregulation antiapoptotischer Proteine (Bcl-x_ BCL-2), wurde
beschrieben [38, 178, 42]. Ob auch Mitglieder der ATP-binding-cassette Proteinfamilie
fur die geringe Sensitivitat der Philadelphia positiven Leukamien gegeniiber Zytostatika
verantwortlich sind, ist bislang nur wenig erforscht. P-gp und MRP1 sind
Membranproteine die durch aktiven Efflux die intrazellularen Konzentrationen einer
grof3en Zahl zytotoxischer Substanzen reduzieren kbnnen. P-gp hat bei der akuten
myeloischen Leuk&mie eine klinisch prognostische Bedeutung [110-113]. Auch fir die
ALL konnte in neueren Studien gezeigt werden das P-gp-Expression mit einem

schlechteren Therapieergebnis und mit haufigeren Ruckfallen assoziiert ist [119, 120].
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Die Inhibition der konstitutiv aktiven Tyrosinkinase von BCR-ABL mit dem spezifischen
Tyrosinkinaseinhibitor Imatinib ermaoglicht es, den Effekt der konstitutiv aktiven
Tyrosinkinase auf diese Transportproteine zu untersuchen.

In den untersuchten Ph* lymphoblastischen Zelllinien lieR sich kein P-gp Protein mittels
Westernblotting nach Kultivierung mit und ohne Imatinib nachweisen. In den
mononukledren Zellen eines untersuchten Patienten war eine geringe Menge P-gp
mittels Westernblot nachweisbar, wobei die Kultivierung in Imatinib keinen Einfluf3 auf
die P-gp Expression hatte.

Im Gegensatz dazu lieB sich MRP1 mittels Western-Blotting in allen untersuchten Ph*
Zelllinien nachweisen. Aufgrund der ubiquitaren Expression dieses Proteins in vielen
Geweben, war dies zu erwarten [138]. Bei einem Teil der BCR-ABL positiven Zelllinien
liel3 sich interessanterweise eine Verminderung der MRP1 Proteinexpression nach
Imatinib Behandlung im Vergleich zu den unbehandelten Zellen nachweisen. Vor allem
die p210 B°R*BL positive Zelllinie BV173 zeigte unter Inhibition ihrer Tyrosinkinase-
Aktivitat, sowohl eine Reduktion ihrer MRP1 Proteinexpression, als auch eine
Verminderung der MRP1 mRNA Expression. Auch die p190 BSR*8- positive Zelllinie
TOML1 zeigte in einem geringerem Mal3 diese Charakteristika. Dagegen war bei einer

anderen p190 BERABL

positiven Zelllinie, SUP B15, weder eine Verminderung des MRP1
Proteinniveaus, noch ein Absinken der MRP1 mRNA Expression nachweisbar.

Die Reduktion der MRP1 mRNA bei BV173 und TOM1 spricht fur eine verminderte
Transkription des MRP1-Gens als Ursache der Verringerung des MRP1 Proteinlevels,
wenn auch andere gleichzeitig bestehende Mechanismen, wie beispielsweise
posttranskriptionelle Effekte nicht ausgeschlossen werden kdénnen.

Imatinib wirkt nicht nur auf die Tyrosinkinase von BCR-ABL inhibitorisch, sondern auch
auf die Tyrosinkinase von ABL, die Tyrosinkinase des c-KIT Rezeptors und die
Tyrosinkinase des PDGF-Rezeptors. Da die Zelllinie BV173 kein Wildtyp c-ABL enthélt,
ist die Reduktion von MRP1 bei BV-173 sicher nicht durch Hemmung der ABL
Tyrosinkinase zustande kommen. Auch Effekte durch Inhibition des PDGF-Rezeptors
treten bei BV173, wie Deininger et al. zeigen konnten, nicht auf [47]. Um
auszuschliel3en, dass eine Inhibition der c-KIT Tyrosinkinase, die Verringerung von
MRP1 auslost, wurden die untersuchten Zellen auf Ihre c-KIT Expression untersucht. C-
KIT ist eine membranstandige Rezeptortyrosinkinase, die durch das Zytokin
Stammzellfaktor (SCF) aktiviert wird. Der Oberflachenmarker CD117 entspricht dem
extrazellularen Anteil des C-KIT-Rezeptors. Durchflu3zytometrisch sind die Zelllinien
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BV173 und SUP B15 CD117 negativ (4.1.7). Somit ist letztlich auch die c-KIT
Tyrosinkinase nicht an der Verminderung der MRP1 Proteinexpression durch
Kultivierung der Zellen in Imatinib haltigem Medium beteiligt.

Die Ursache der verminderten MRP1-Transkription ist damit in der Unterbrechung der
BCR-ABL-Signaltransduktion durch Imatinib zu suchen.

Essentiell fur den transformierenden Effekt von BCR-ABL ist die Aktivierung des RAS-
Signalpfades [28, 29]. Uber die nachgeschalteten MAPK fiihrt RAS zur Transkription
von Genen. Eine Beteiligung dieses prominenten Pfades ist somit denkbar. Unter den
vorhandenen Kulturbedingungen war in den BV173 Zellen der RAS- MAPK Pfad aktiv
und durch Imatinib inhibierbar. Im Gegensatz dazu liel3 sich eine vermehrte Aktivitat
dieses Signaltransduktionsweges in den SUP B15 nicht zeigen. Eine Mitbeteiligung des
RAS-MAPK Pfades bei der auf BV-173 beschrankten MRP1 Reduktion ist also moglich.
Allerdings liel3 sich durch den MEK1 Inhibitor PD 98059, der den RAS-MAPK Pfad
blockiert, keine reproduzierbare MRP1-Inhibition nachweisen. Hierbei muss jedoch
bedacht werden, dass auch Imatinib unter den serumfreien Bedingungen, die fir den
Einsatz von PD 98059 notwendig sind, keine stabile MRP1-Inhibition zeigte. Um die
Beteiligung von RAS weiter zu erforschen, sollten kiinftig andere experimentelle
Methoden, wie die Verwendung dominant negativer RAS Transfektanten oder die
direkte Hemmung von RAS mit RAS-antisense-Oligonukleotiden, eingesetzt werden.
Myc ist ein Onkogen dessen Uberexpression in vielen Malignomen nachgewiesen
werden konnte. Bei Neuroblastomen korreliert die Amplifikation von n-myc
interessanterweise mit der MRP1-Expression [147]. BCR-ABL fuhrt vermittelt durch
RAS zu einer Uberexpression von c-myc [33]. Ob eine vermehrte Expression von c-myc
zu einer erhdhten Expression von MRP1 fuhrt, ist bislang nicht untersucht worden. In
allen untersuchten Ph*Zelllinien filhrte Imatinib in mikromolaren Konzentrationen zu
einer Herunterregulation des c-myc Proteinlevels. Auch die Zelllinien bei denen Imatinib
nicht zu einer Verminderung des MRP1 Proteinlevels filhrte, also p185 B°R8t
transfizierte U937 und SUP B15, zeigten eine deutliche Reduktion von c-myc bei
Imatinib-Behandlung. Daher ist zu schlieRen das c-myc nicht bei der Verminderung der
MRP1-Proteinexpression durch Imatinib involviert ist.

Ein weiterer wichtiger Signalweg der zur Transformation Ph*Zellen fuhrt, ist die
Aktivierung von STAT 5 durch BCR-ABL. STAT 5 ist ein Protein, das
physiologischerweise durch Wachstumsfaktoren, wie IL3, aktiviert wird. BCR-ABL

vermittelt wachstumsfaktorabhangigen Zelllinien durch die konstitutive Aktivierung von
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STAT 5 Faktorunabhangigkeit [39, 40]. Nimmt man an, dass durch BCR-ABL aktiviertes
STAT 5 zu einer vermehrten MRP1 Expression fuhrt, so sollte auch IL3 als Aktivator
von STAT 5 die MRP1 Expression steigern. In den BCR-ABL-transfizierten Ba/F3 Zellen
fuhrt IL3 jedoch nicht zu einer Hochregulation von MRPL1 in den Imatinib behandelten
Zellen. Eine Beteiligung von STAT 5 ist somit nicht evident.

Welcher Signalpfad von BCR-ABL die Transkription von MRP1 verstarkt, konnte somit
nicht abschlieRend geklart werden.

Wenn aktives BCR-ABL zu einer vermehrten Transkription des MRP1 Gens fihrt, und
diese durch Imatinib hemmbar ist, dann muf3 MRP1 auch in BCR-ABL transfizierten
Zellen im Vergleich zu ihren Ausgangszelllinien vermehrt sein. Dies lies sich jedoch in
den BCR-ABL transfizierten U937 nicht konsistent zeigen.

Um auszuschliel3en, dass die Imatinib bedingte MRP1-Reduktion nur ein Epiphdnomen
aufgrund vermehrter Proteindegradierung ist, wurden zur Kontrolle BV173 mit
Doxorubicin behandelt. Auch durch Doxorubicin kam es zu einer Reduktion des MRP1
Proteinniveaus. Allerdings war im Gegensatz zu den Imatinib behandelten Zellen auch
das BCR-ABL Proteinniveau vermindert, so dass beide Phanomene nicht aquivalent
sind. Auch die fehlende Verminderung von MRP1 bei Imatinib behandelten SUP B15,
spricht gegen die These, dass durch vermehrte Apoptose ausgeltste
Proteindegradierung zu einer Verminderung der MRP1 Niveaus bei einem Telil der
Ph*Zellen fiihrt.

Eine weitere mdgliche Ursache fur eine Verminderung des MRP1-Niveaus, die
allerdings in meiner Arbeit nicht untersucht wurde, ist eine durch Kultivierung in Imatinib
entstehende Verminderung des oxidativen Strel3. Sattler et al. zeigten, dass nach
Transfektion von Ba/F3 Zellen mit BCR-ABL vermehrt oxidativer Stref3 durch reaktive
Sauerstoff Spezies auftritt, und dass umgekehrt das Auftreten von Sauerstoffradikalen
durch Imatinib in BCR-ABL positiven Zelllinien verhindert wird [185, 186].
Interessanterweise ist eine physiologische Funktion die man MRP1 zuschreibt, die
Normalisierung des Redoxpotentials durch Auswartstransport von Gluthadion-disulfit
[183]. Kauffmann et al. konnten zeigen, dass nach Inkubation von Zelllinien mit
oxidierenden Substanzen MRP1 vermehrt exprimiert wird [182]. Und auch die in einer
Zelllinie erhdhte MRP1-Expression wird durch Sullivan et al. mit der Vermehrung des
oxidativen Strel3 erklart [154], die durch Mutation des p53-Gens in den Tumorzellen
ausgelost wurde. Prechtl et al. zeigten das IL2 inkubierte Th1l Lymphozyten ein

erhdohtes MRP1-Proteinniveau haben, und fihren dies auf die durch vermehrte
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Proliferation verstarkten Metabolismus zurtick, der durch die Veranderung des Redox-
Potentials, zur Hochregulation von MRP1 fuhrt [184]. Nimmt man diese Befunde
zusammen konnte die erhohte MRP-1 Expression in Zellen mit aktivem BCR-ABL, auf
einen verstarkten Metabolismus und die daraus resultierende Verschiebung des
Redoxpotentials, zurtckzufiihren sein. Imatinib wirde also lediglich durch seinen
Einflu? auf Stoffwechsel und Wachstum der BCR-ABL positiven Zelllinien zu einer
Reduktion der MRP1-Transkription fihren. Der fehlende Effekt von Imatinib auf die
MRP1-Expression der BCR-ABL transfizierten U937 p185, lieRe sich dann, auf den trotz
Hemmung der Tyrosinkinaseaktivitat fehlenden Effekt von Imatinib auf Proliferation und
Metabolismus dieser Zellen zurlckfihren.

Halt man die These aufrecht, dass BCR-ABL Uber nachgeschaltete Signalwege zu einer
Hochregulation von MRP1 fuhrt, sind weitere Untersuchungen nétig, um zu prufen, ob
daraus eine héhere Resistenz gegenuber Chemotherapeutika erwachst. Flens et al.
konnten zeigen, dass MRPL1 in vielen Tumoren membrands lokalisiert ist, wahrend es in
normalen Geweben héaufiger zytoplasmatisch lokalisiert ist [188]. Hierbei ist zu
bedenken, dass MRP1 Zytostatika nur effizient aus der Zelle transportiert, wenn es
membrands lokalisiert ist. Sowohl der Westernblot als auch die Bestimmung der m-RNA
mittels RT-PCR sind daher vergleichende quantitative Methoden, die keinen sicheren
Aufschlul® tber die MRP1 Funktion geben.

Versucht man die verminderten MRP1-Proteinniveaus durchflusszytometrisch unter
Verwendung von MRP1 spezifischen Antikérpern zu untersuchen, so fiihrt die Tatsache
das derzeit keine monoklonalen spezifischen Antikdrper gegen extrazellulare Epitope
von MRP1 zur Verfigung stehen, zur Notwendigkeit die Zellen zu permeabilisieren.
Danach ist jedoch, wie beim Westernblot, keine Unterscheidung zwischen
membrandsem und zytoplasmatischem MRP1 mdglich. Da der verwendete MRPmM6
Antikdrper (siehe Abb. 5) die zu anderen ABC-Transportern am starksten homologe
Region von MRP1 erkennt, und der beim Westernblot verwendete MRPr1 Antikdrper
gegen eine MRP1 spezifische Region gerichtet ist [187], bietet die verwendete
durchflusszytometrische Methode gegeniiber dem Western Blot keine Vorteile. Der bei
Verwendung des MRPm6- Antikdrpers fehlende Unterschied in der MRP1
Proteinexpression Imatinib behandelter und unbehandelter Zellen ist also von
geringerer Relevanz als die Ergebnisse der Westernblots.

Bisher liegen keine Daten Uber die MRP1 Lokalisation in Lymphoblasten vor. Lediglich
fur murine T-Lymphozyten ist die MRP1 Lokalisation (membrands) bekannt [184]. Um
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die Relevanz der bisherigen Daten zu Uberprifen sollte die Lokalisation von MRP1
bestimmt werden. Mittels konfokaler Lasermikroskopie habe ich Gberpruft, ob MRP1 in
den von uns untersuchten lymphoblastischen Zelllinien als Membranprotein vorliegt. Es
zeigte sich eine zytoplasmatische Verteilung von MRP1. Eine Kultivierung mit Imatinib
beeinflu3te die Lokalisation von MRP1 nicht. Damit war die funktionelle Relevanz des
nach Kultivierung in Imantinib verminderten MRP1-Proteingehalts der Lymphoblasten
zweifelhaft. Um die Bedeutung der mit dem Westernblot erhobenen Daten abschlieRend
zu bewerten wurde die MRP1 Funktion der BCR-ABL positiven Zelllinien mit dem
Calcein-Assay untersucht. Durch Verwendung des MRP1 spezifischen
Transportinhibitors Indomethacin war es uns maoglich zwischen MRP1 und P-gp
vermitteltem Calceintransport zu unterscheiden. Die gemessenen MAF-Werte der
lymphoblastischen Zellen sind sehr niedrig mit Werten kleiner als 3 %. Eine Abnahme
der MRP1-Transportaktivitat, also des MAF-Indomethacin, durch Kultivierung in
Imatinib, 1&f3t sich nicht nachweisen.

Aufgrund der geringen Transportaktivitat ist eine Rolle von MRP1 fur die bei BCR-ABL
positiven Zellen verminderten Sensitivitat gegentber Zytostatika nicht anzunehmen. Der
mittels Westernblotting erhobene Befund einer Reduktion von MRP1 unter Inhibition der
BCR-ABL Tyrosinkinase, hat keine klinische Relevanz.

Passend konnten Damiani et al.und Woerden et al. keine vermehrte der MRP1
Expression bei Patienten mit Ph*ALL im Vergleich zur PhALL finden [119, 121].
Damiani et al. konnten auf3erdem fir MRP1 keine prognostische Relevanz fir die akute

lymphatischen Leukamie ausmachen [119].

Zusammenfassend lalt sich also feststellen, dass MRP1 und P-gp nicht durch eine
BCR-ABL vermittelte Hochregulation zu einer verminderten Empfindlichkeit Ph-positiver
Leukamien gegenuber Zytostatika fihren. Die Tatsache das die MRP1 Transkription
durch Kultivierung mit Imatinib vermindert ist, erfordert weitere Untersuchung, um

Informationen Uber die weitgehend ungeklarte Regulation des MRP1 Gens zu erhalten.
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6 Zusammenfassung

Bei vielen malignen Erkrankungen sind deregulierte Signaltibertragungswege
bedeutsam fur die Pathogenese. Modellcharakter hierfir haben die Philadelphia (Ph)
Chromosom positiven Leukamien, zu denen 90 % der chronisch myeloischen
Leuk&mien und etwa 15 — 30 % akuten lymphatischen Leukdmien des Erwachsenen
gehoren. Das Philadelphia Chromosom, das durch die reziproke Translokation von
Chromosom 9 und 22 entsteht, codiert fur ein tumorspezifisches Fusionsprotein, die
BCR-ABL Tyrosinkinase. Diese ist konstitutiv Uberaktiviert und fihrt zu autonomen
Wachstum und maligner Entartung der Philadelphia positiven Zellen. Ein neuer
therapeutischer Ansatz, die Hemmung des pathogenetisch bedeutsamen Signalweges,
ist mit dem BCR-ABL spezifischen Tyrosinkinase Inhibitor Imatinib méglich. Der starke
antileukamische Effekt von Imatinib gegentiber BCR-ABL positiven Leuk&amien konnte
in klinischen Studien mit Ansprechraten von etwa 60 % bei der Ph*ALL gezeigt werden.
Dieser Erfolg wird jedoch von der Resistenzentwicklung gegentber Imatinib getribt. So
entwickelt die Mehrzahl der Patienten mit Ph*ALL nach einer medianen
Behandlungszeit von 2 Monaten ein Rezidiv.

Ein haufiger Resistenzmechanismus bei Polychemotherapien ist die erhbhte Expression
der pleiotrope Zytostatikaresistenz vermittelnden Proteine P-gp und MRP-1. Diese
Arbeit sollte untersuchen, ob die ABC-Transportproteine P-gp und MRP-1 bei der
Imatinibresistenz beteiligt sind. MRP-1 und das durch das MDR-1 Gen codierte P-gp
sind membranstandige Transportproteine, die Tumorzellen durch Auswartstransport von
vielen unterschiedlichen, chemisch nicht verwandten Zytostatika, Resistenzen
gegenuber diesen Substanzen verleihen. Um die Rolle von P-gp und MRP-1 bei der
Entwicklung der Imatinibresistenz zu bestimmen, wurde untersucht, ob Imatinib ein
Substrat von P-gp oder MRP-1 ist, und ob es wahrend der Behandlung mit Imatinib zu
einem Anstieg der funktionellen Aktivitat dieser Proteine kommt. Mittels transfizierter
Zelllinien liel sich zeigen, dass die P-gp Substrate Calcein AM und Tritium-markiertes
Vinblastin in Anwesenheit von Imatinib schlechter transportiert werden. Bei Annahme
eines kompetetiven Mechanismus lag die Vermutung nahe, dass Imatinib nicht nur ein
Inhibitor des P-gp bedingten Transports von Calcein AM und Vinblastin ist, sondern
selbst ein Substrat. Durch Verwendung einer P-gp transfizierten Zelllinie in einem
Transwellassay, in dem diese einen vektoriellen Substrattransport bewirkt, konnte direkt

gezeigt werden, dass Imatinib durch P-gp nicht aber durch MRP-1 und MRP-2
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transportiert wird. Somit ist P-gp potentiell in der Lage, Resistenzen gegen Imatinib
auszuldsen. Um die funktionelle Aktivitat von P-gp in den mononukledren Zellen der mit
Imatinib behandelten Patienten bestimmen zu kbénnen, wurde eine
durchflusszytometrische Methode unter Verwendung von Calcein AM etabliert. Die
untersuchten Patientenzellen zeigten jedoch bei niedrigem Ausgangsniveau keinen
Anstieg der funktionellen P-gp Aktivitat nach Resistenzentwicklung, so dass weder
MRP1 noch P-gp Anteil an der Resistenzentwicklung bei Ph*ALL gegeniiber Imatinib zu

haben scheinen.

Die Mdglichkeit, die konstitutiv aktive Tyrosinkinase von BCR-ABL mit Imatinib zu
inhibieren, ermdglicht es, pathogenetische Charakteristika der BCR-ABL positiven
Leukamien zu untersuchen. Die Ph*ALL ist charakterisiert durch ihre schlechte
Prognose mit einem Langzeitiberleben von weniger als 10 % bei konventionellen
chemotherapeutischen Regimes. Ob die Zytostatikaresistenz vermittelnden Proteine P-
gp und MRP-1 hierfur ursachlich sind, sollte in einem weiteren Teil der Arbeit untersucht
werden. Durch Hemmung der BCR-ABL spezifischen Tyrosinkinase von Philadelphia
Chromosom positiven Zelllinien mit Imatinib kam es bei einem Teil dieser Zelllinien zur
Abnahme des MRP-1 Proteinniveaus und der MRP-1 mRNA Expression. Dies
begrindete die Hypotheose, dass die aktivierte BCR-ABL Tyrosinkinase zu einer
Hochregulation der MRP-1 Transkription fuhrt, und damit fir die schlechte Prognose
ursachlich ist, lag nahe. Weder c-kit noch die BCR-ABL nachgeschalteten
Signalproteine RAS-MAP-Kinase, c-MYC und STAT 5 waren bei der
Herrunterregulation von MRP-1 unter Imatinib beteiligt. Durch den Nachweis der
vorwiegend zytoplasmatischen Lokalisation von MRP-1 in den untersuchten
Lymphoblasten mittels konfokaler Immunfluoreszenzmikroskopie und durch den
Nachweis einer sehr niedrigen funktionellen Aktivitdt von MRP-1 in diesen Zellen mittels
Durchflusszytometrie eine Bedeutung von MRP-1 fir die schlechte Prognose nicht

anzunehmen.
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7 Conclusion

Deregulation and activation of molecular pathways is crucially involved in the
pathogenesis of malignant disease. In 90 % of CML and 15 % - 30 % of ALL the
Philadelphia (Ph) chromosome is found and essential for initiating and maintaining the
transformed phenotype. The Ph chromosome is characterized at the molecular level by
a reciprocal translocation between chromosomes 9 and 22, that leads to formation of a
BCR-ABL fusion protein with enhanced and deregulated kinase activity. Recently,
imatinib a competitive selective inhibitor of the abl tyrosine kinase has been shown in
clinical trials to have pronounced anti-leukemic activity against BCR-ABL expressing
leukemia’s. In patients with relapsed or chemotherapy-refractory Ph*ALL hematologic
response rates of 60-70% have been reported. These responses are generally brief,
however, with resistance developing after a median of 2 months. The present study
assessed if the ABC-transport proteins P-gp or MRP-1 are involved in imatinib-
resistance. MRP-1 and P-gp, which is encoded by the mdr-1 gene, are the most
common reason for acquisition of resistance to a broad spectrum of anticancer drugs.
The over expression of these membrane proteins is considered to result in multidrug
resistance by energy-dependent efflux of many anticancer drugs from cell. Therefore it
was the aim of the study to assess whether imatinib is a substrate of P-gp and/or MRP-
1/2, and whether clinical resistance to imatinib is associated with high-level activity of
these transporters in Ph*ALL. Most substrates of P-gp or MRP-1 are competitive
inhibitors of other substrates of these ABC-transporters. Using MDR-1 transfected cell
lines over expressing P-gp, imatinib showed an inhibitory effect on Calcein AM and
vinblastine transport mediated by P-gp.

Direct evidence that imatinib is a substrate of P-gp was obtained with a transwell assay
in which MDR-1 and MRP-1 transfected cell lines cause a vectorial drug transport. In
this assay P-gp but not MRP-1/2 is able to transport imatinib. Thus P-gp could
potentially be involved in imatinib-resistance. To measure functional activity of P-gp and
MRP-1 in ALL blasts a flow cytometric method using calcein AM was established. The
functional multidrug resistance was low in mononuclear cells of Ph*ALL patients. Most
patients did not show an increase of activity after relapse. Therefore these data do not
support the thesis of a prominent role of P-gp in imatinib resistance of patients with
Ph*ALL.
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Inhibiting the constitutive active BCR-ABL kinase with imatinib make it possible to
uncover characteristics of Ph* cell lines. Ph*ALL is characterized by an aggressive
clinical course with long-term survival of only 0 — 10 % with current chemotherapy
regimes. Whether ABC-transporter like P-gp or MRP-1 are involved is only poorly
understood. Interestingly, cultivating Ph™ cell lines with imatinib containing media leads
to decreased MRP-1 protein and MRP-1 mRNA level in some cell lines. This suggests
that a constitutive active BCR-ABL leads to up regulation of MRP-1 and thereby to the
poor prognosis. C-kit and signaling pathways downstream BCR-ABL like RAS-MAPK, c-
MYC and STAT 5 were not involved in the imatinib induced downregulation of MRP-1.
But the low functional activity of MRP-1 shown by flow cytometry and the cytoplasmatic
localization of MRP-1 demonstrated by confocal immunfluorescence microscopy in the
assessed cell lines enfeeble the thesis of an involvement of MRP-1 in resistance of

Ph*ALL to chemotherapy.
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