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Einleitung 1

1. Einleitung

Fir das Uberleben der Zellen ist die regulierte und selektive Passage von spezifischen
Molekillen Gber die Membranbarriere hinweg essentiell, so sind 20 % der bekannten Gene
von E.coli an Transportfunktionen beteiligt. Dabel ist die koordinierte Aufnahme, Abgabe
und Verteilung von Substraten an das Vorhandensein spezifischer Transportproteine
gebunden. Zu unterscheiden sind dabel passive Prozesse (einfache und erleichterte
Diffusion) und energieabhangige Vorgange. Letztere werden u.a. durch die Ubertragung
von Phosphatgruppen, die Nutzung von Protonengradienten oder die Hydrolyse von ATP
getrieben.

1.1. ABC Transporter-Superfamilie

Die grofdte und von ihrer Funktion her vielfaltigste Gruppe dieser Transportproteine sind
die ,ATP-binding cassette" Transporter (ABC-Transporter) (Higgins, 1992). Sie umfalt
inzwischen mehr als 200 verschiedene Proteine in Pro- und Eukaryonten, von denen die
meisten Transportfunktionen besitzen.

Die Mitglieder der ABC-Superfamilie nutzen die Energie aus der Hydrolyse von ATP fir
einen meist unidirektionalen Transport verschiedenster Molekile durch biologische
Membranen (Higgins, 1992; Childs und Ling, 1994; Dean und Allikmets, 1995; Fath und
Kolter, 1993). Dazu zdhlen lonen, Phospholipide, Peptide, Steroide, Polysaccharide,
Aminosauren, organische Anionen, Medikamente und Xenobiotika (Borst et al., 1999;
Cole und Deeley, 1998; Hipfner et a., 1999; Higgins, 1992; Klein et a., 1999). In
Prokaryonten erfolgt hauptsachlich der Import von essenziellen Substanzen, die nicht
durch Diffusion aufgenommen werden konnen. Demgegeniber wird in Eukaryonten
meistens ein Export oder en vom Zytoplasma in zelulare Kompartimente
(Endoplasmatisches Retikulum, Mitochondrien, Peroxisomen) gerichteter Transport
realisiert (Ehrmann et al., 1998).

Ein Strukturmerkmal der ABC-Proteine ist ihr Aufbau aus vier funktionellen Domanen.
Dazu gehoren zwei zur Membranverankerung dienende hydrophobe und zwel hydrophile,
zytoplasmatisch gelegene ATP-bindende Bereiche (Abbildung 1a). Diese vier Bereiche
konnen dabel in einem Protein vereint vorliegen (Zytoplasmamembrantransporter in
Eukaryoten), aus zwel Halbtransportern (homo- oder heterodimere intrazellulér lokalisierte
Transporter in Eukaryonten) oder aus vier unabhdngigen Untereinheiten (bakterielle
periplasmatische Permeasen) zusammengesetzt sein (Hyde et al., 1990; Higgins, 1992;
Gottesman und Pastan, 1993).
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Abb. 1: Abbildung eines ABC-Transportersund Struktur einer Nukleotid-bindenden-Doméne.
(@) Schematische Darstellung der Doméanen eines typischen ABC-Transport-Proteins mit zwei
M embran-spannenden-Doménen (MSD) und zwei Nukleotid-bindenden Doméanen (NBD).
(b) NBD eines ABC-Proteins mit charakteristischen Walker A und B Mativen, Linkerregion C.
Haufig vertretene Aminosduren sind kursiv dargestellt. (Klein et al., 1999; Dean et al., 20014)

Eine Einteilung in Subfamilien erfolgt aufgrund der Sequenz und Organisation der
hochkonservierten zytoplasmatischen Nukleotid-Bindungs-Doménen (NBD). Diese
enthalten die fur ale ATP-bindenden Proteine charakteristischen Walker A und Walker B
Regionen und eine zusétzliche konservierte Linkerregion C, upstream von Walker B
(Walker et al., 1982; Hyde et al., 1990) (Abbildung 1b). Ein Lysin innerhalb der Walker A
Region ist an der Bindung des ATP 3-Phosphats beteiligt, ein Asp-Rest in Waker B
interagiert mit Mg®* (Sharom et al., 1999; Hung et al., 1998). Die Substratbindung und
-spezifitdt wird durch die membransténdigen o-Helices der Membran-spannenden-
Domanen (MSD) realisiert. Eine Ubersicht Uber die humanen ABC-Transporter-
Subfamilien gibt Tabelle 1.

Da sie neben ihren vielfaltigen physiologischen Funktionen auch bei der Entstehung oder
Therapie menschlicher Erkrankungen eine wichtige Rolle spielen, wird den Vertretern
dieser Proteinklasse ein grof3es Interesse entgegengebracht. Bedeutende Vertreter sind die
CFTR- und MDR-Proteine (siehe unten), sowie das in Peroxisomen von Sadugetieren
lokalisierte PMP70 (peroxisomal membrane protein), dessen Ausfal zu
Eisenstoffwechselstorungen und schweren cerebro-hepato-renalen Dysfunktionen fihrt
(Kamijo et al., 1990; Gartner et a., 1992). Weiterhin gehdren TAP-l und -2 dazu, die als
Heterodimer Peptide in das Endoplas-matische Retikulum fir die Klasse | Antigen
Prasentation transportieren (Higgins, 1992).

Das humane CFTR-Protein (cystic fibrosis transmembrane conductance regulator) besitzt
eine Chlorid-lonen-Kanalfunktion. Ein Defekt fuhrt zu einer der héaufigsten

Erbkrankheiten, der Zystischen Fibrose. Die haufigste Mutation ist eine Deletion von
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Phenylalanin 508 (DF508), die zu einer temperaturbedingten Misslokation des CFTR-
Proteins und damit zum Funktionsverlust fuhrt (Riordan et al., 1989; Denning et al., 1992).
MDR-Proteine sind verantwortlich fir das Phanomen der ,multidrug resistance”, einer
breitgefacherten Resistenz gegen zytotoxische Substanzen, die weder eine &hnliche
Struktur noch gleiche intrazellulare Wirkorte aufweisen (Gottesman und Pastan, 1993).
Dieses Phdnomen bereitet grof3e Probleme bei der Chemotherapie humaner Krebs-
erkrankungen (,, klassische MDR").

Aber auch bakterielle multidrug-efflux-Systeme stellen ein grof3es medizinisches Problem
dar, z.B. bei der Behandlung von Wunderkrankungen oder der Therapie von Hirnhaut- und
Lungenentzindungen. So sind MDR-Transporter mit intrinsischen und erworbenen
Antibiotika-Resistenzen von E. coli, P. aeruginosa, H. influenzae, and S. aureus assoziiert
(Maet a., 1995; Poole et al., 1993; Sanchez et al., 1997; Yamadaet al., 1997).

Gen-Familie | n | Tranporter-Typ |Vertreter

dias

A 12 | Volltransporter, | ABCA1l-Tangier Disease (HDL / Cholesterol-Haushalt /
ABC1 (zT.>2100 AS) | Transport); ABCA4-Transport von VitA-Derivaten (Auge)
B 11 Volltransporter | SPGP-GallensdurenTransport; ABCB 6,7,8,10 - Transport
MDR/TAP Halbtransporter | Fe/S-Protein-Precursor, Fe-Haushalt in Mitochondrien

C 12 Volltransporter | SUR1 und -2 -Sulfonylharnstoff-Bindung, Regulation von
CFTR/MRP Kaium-Kanden (Modulation Insulinsekretion, Diabetes)
D 4 Halbtransporter |PMP70; ABCD1-ALD (Nerven-, Nierenstrungen);
ALD (Peroxisomen) | alle-Transport von Fettsduren (Zell-Lipid-M etabolismus)

E 1 keine Transport- | OABP (Oligo-Adenylat-Bindungs-Protein)-Erkennung
OABP funktion, nur NBD | von verschiedenen Virusinfektionen

F 3 keine Transport- | ABCF1-Aktivierung Kinaseaktivitét (Ribosomen)

GCN20 funktion, nur NBD

G 5 Halbtransporter | ABCG1-Regulation Cholesteroltransport; ABCG2-MDR;
white (N-NBD-MSD-C) | ABCG 5/8- Sterol-Transport in Darm und Leber

Tab.1: Ubersicht tiber die humanen ABC-Transporter-Familien (Dean et al. 2001a und 2001b)

n - Anzahl bisher bekannter Transporter, AS - Aminosauren, SPGP - Sister of P-glykoprotein,
SUR - Sulfonylurea Regulator, PMP - Peroxisomal membrane Protein, ALD - Adenoleuko-
dystrophie, MDR - Multi-drug-resistance, NBD - Nukleotid-Bindungs-Doménen, MSD -
M embran-spannende-Doméanen
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1.2. ,multi drugresistance* (MDR)

Seit dem erstmaligen Gebrauch von Nitrogen Mustard zur Behandlung bosartiger Tumore
Mitte der vierziger Jahre (Rhoads, 1946), konnten zahlreiche andere chemotherapeutische
Wirkstoffe Einzug in die klinische Anwendung finden. Therapielimitierend ist jedoch
haufig die Manifestation einer Chemoresistenz, die nicht nur gegen Vertreter einer
Stoffklasse gerichtet ist, sondern meist ein breites Spektrum strukturell unterschiedlicher
Substanzen einschlief3t.

Die Ursachen fur die Entwicklung einer Chemoresistenz kénnen grundsétzlich auf alen
zelluléren Ebenen begriindet liegen. Dazu zdhlen verminderte Aufnahme des Substrates in
die Zelle, vermehrte intrazellulare Inaktivierung oder verminderte Aktivierung des
Substrates, verminderte Affinitét des Substrates zu den intrazellul&ren Zielen und
gesteigerte Reparationskapazitéat der Zelle. Diese Méglichkeiten zur Ausbildung einer
Chemoresistenz sind zum Teil substratspezifisch und stehen somit nicht alle im direkten
Zusammenhang mit der klinisch bedeutsamen unspezifischen Vielfachresistenz gegen ein
weites Feld von Therapeutika. Fur diesen Fall 1&sst sich ein weiterer Punkt definieren, der
die Wirkung energieabhéngiger Transportproteine zur zelluldren Detoxifikation beschreibt.
Das Auftreten einer pleiotropen Resistenz gegen eine Vielzahl strukturell bzw. funktionell
unterschiedlicher Agenzien wird as , multidrug resistance” (MDR) bezeichnet. Der MDR
Phanotyp schlief?t eine Kreuzresistenz gegen Anthrazycline (Doxorubicin, Daunorubicin),
Epipodophylltoxine (Etoposid), Vinca-Alkaloide (Vinblastin, Vincristin), Taxol und
andere Gruppen ein. Anfanglich durchgefiihrte physiologische und pharmazeutische
Studien zeigten Hinweise fur eine verminderte Anreicherung des Therapeutikums in der
Zelle (Kessdl et al., 1968). Als Ursache daftr wurden ein vermehrter Auswartstransport
(Dano, 1973) bzw. eine verminderte Zellpermeabilitét (Ling und Thompson, 1974)
diskutiert. Zu den bisher bekanntesten Mechanismen, die zur MDR fiihren, werden die
vermehrte Expression von P-Glykoprotein (P-gp), dem ,,multidrug resistance related
protein® (MRP) und dem , lung resistance related protein“ (LRP) gezahlt. P-gp (MDR1)
und MRP gehoren zur Familie der ABC-Transporter. LRP ist ein Vertreter der Vault-

Proteine.
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1.3. Das P-Glykoprotein (P-gp 170/ MDR1)

Die Entdeckung des P-Glykoproteins (P-gp) fuhrte zu ausgedehnten Studien beziglich des
MDR-Wirkungsmechanismus und der klinischen Bedeutung dieses Phanomens. Erstmalig
konnte 1976 die Uberexpression dieses Proteins in Colchizin-resistenten Zielllinien des
chinesischen Hamsters nachgewiesen werden (Juliano und Ling, 1976). Daesnur in Zellen
mit veranderter Membranpermeabilitét auftrat, wurde es P (Permeabilitéts)-Glykoprotein
genannt.

P-gp ist ein 170 kDa grofRes transmembranéres Protein, das einen ATP abhéngigen Pump-
mechanismus unterhélt (Gerlach et al., 1986; Pastan und Gottesman, 1987). Entsprechend
der vermuteten Funktion im Prozess der natlrlichen Detoxifikation der Zelle, findet sich P-
gp auch in normalen menschlichen Geweben, insbesondere solcher mit sekretorischer oder
schrankenbildener Funktion (Blut-Hirn-Schranke), wie auch in peripheren Blutzellen.

Das fur P-gp kodierende Gen wird als MDR1 bezeichnet (Gros et a., 1986; Ueda et al.,
1986). Es gehort zu einer kleinen Familie von zwei in menschlichen Zellen vorkommenden
Genen (MDR1/ MDR?2), sowie drei Mitgliedern in Zellen von Nagetieren (mdrla, mdrlb
und mdr2) (Nomenklatur nach Hsu et al., 1989). Eine Einteilung in Klassen (Tabelle 2)
erfolgt anhand von Sequenzhomologien in den 3'-untranslatierten Regionen der Gene.

Klasse | Klassell Klasse 1l
resistenzvermittelnd
Mensch MDR1 - MDR2 (MDRS3)
Maus mdrla (mdr3) mdrlb (mdrl) mdr2
Hamster pgpl pgp2 pgp3
Ratte mdrla (pgpl) mdrl1b (pgp2) mdr2 (pgp3)

Tab. 2: Nomenklatur der “multidrug resistance” Gene (Bellamy, 1996)

Das P-gp besteht aus 1280-Aminosauren und wird as eine einzelne Polypeptidkette
exprimiert. Es wurden zwe aufeinanderfolgende homologe Proteinbereiche mit je 6
hydrophoben Transmembransegmenten und je einer zytoplasmatisch lokalisierten
hydrophilen ATP-bindenden Region, mit der Fahigkeit zur ATP-Bindung und -Hydrolyse,
charakterisiert (Ambudkar et al., 1992), Struktur siehe auch Abb. la. Die Halften sind
wahrscheinlich nicht durch Genduplikation, sondern durch Fusion verwandter Gene
entstanden (Chen et al., 1990). Diese 2 Bereiche sind durch eine ,Linkerregion®

miteinander verbunden, die evolutiondr wenig konservierte, isoform- und spezies-
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spezifische Bereiche enthdlt. Beide ATP-Bindungsstellen sind fir die Transportfunktion
essentiell (Loo und Clarke, 1994), eine Verminderung des intrazellul&ren ATPs bedingt
einen Anstieg der Chemosensibilitét (Broxterman et al., 1988). Mutationen im Bereich der
ATP-bindenden Regionen (Walker A-Mativ) fihren zum Verlust der Transportfunktion
(Azzaria et a., 1989), diese 183t sich durch Vanadat oder nicht hydrolisierbare ATP-
Anaoga hemmen (Horio et al., 1988).

Klasse | und Il P-gp haben zwel Substratbindungsregionen, jeweils in der sechsten und
zwolften Transmembrandomane oder C-terminal (cytoplasmatisch) davon (Greenberger et
al., 1991; Bruggemann et al., 1992; Greenberger 1993). Diese spielen auch bei der
Substraterkennung eine Rolle (Currier et al., 1992; Devine et a., 1992). P-gp weisen
verschiedene Glykosilierungsstellen auf (N-terminal, extrazellulér). Die Bereiche der
Linker Region fungieren in vitro as Zielsequenz einer Proteinkinase A- und C-vermittelten
Phoshorylierung  (Orr et al., 1993). Durch entsprechende post-trandationale
Modifikationen sind P-gp bei gelektrophoretischer Auftrennung bei  hoheren
Molekulargewichten zu detektieren (bis 200 kDa, statt 120-140 kDa - entsprechend der
Peptidsequenz) (Fardel et a., 1992; Bellamy, 1996).

Die Funktion des P-gp stellten sich Gottesman und Pastan als Modell eines ,, hydrophoben
Staubsaugers vor (Gottesman, 1993). Dabel ist der Grundgedanke, dal3 amphiphile
Substrate in die Membran interkalieren und Substrate einerseits aus dem Zytoplasma in
den extrazelluléren Raum, andererseits ohne das Zytoplasma zu erreichen durch das P-gp
nach auf3en transportiert werden.

Sowohl das humane MDRL1 als auch die mdrl1-Proteine von Maus und Ratte sind fahig,
einen auswartsgerichteten Transport einer Reihe hydrophober, oft kationischer Substanzen
zu bewerkstelligen, darunter verschiedene zytostatische Medikamente, und somit eine
Mehrfachresistenz gegenlber zytotoxischen Verbindungen zu vermitteln (Zaman et al.,
1995; Lautier et a., 1996).

Als gemeinsames Strukturmerkmal besitzen die transportierten Verbindungen einen
amphiphilen Charakter und planare Molekilbereiche (Hait und Aftab, 1992). Tertidre
Aminogruppen, die bel physiologischen pH-Werten positiv geladen sind, verlethen dabei
eine begrenzte Hydrophilie. Aromatische Ringsysteme sind fir den lipophilen Charakter
verantwortlich (Lelong et al., 1991). Phenylalanin-x-x-x-Phenylalanin Bereiche in den
transmembrandren Segmenten 6 und 12 sind eine wichtige Sequenz der Substrat-
bindungsstelle und damit V oraussetzung zum Substrattransport (Loo und Clarke, 1993).
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Die Gewebeverteilung ist in den einzelnen P-gp Klassen unterschiedlich. Die Klasse ||
(siehe Tabelle 2) wurde in allen Saugerspezies gefunden, hauptsachlich in der Leber,
weniger in Lunge, Milz, Nebenniere, Herz- und Skelettmuskulatur (Silverman und
Thorgeirsson, 1995). Dabel haben die Klasse Ill Proteine essenzielle Bedeutung fur die
Exkretion von Phosphatidylcholin in die Galle (Oude Elferink und Groen, 1995). Die
Klasse | und Il P-gps (Tabelle 1) wurden in differenzierten Zellen von Darmmukosa,
proximalen Nierentubuli, Milz, Leber, Pankreas, Nebennierenrinde, Lunge, Gehirn, Hoden,
Plazenta u.a. Organen in unterschiedlicher Auspragung gefunden (Silverman und
Thorgeirsson, 1995; Silverman und Schrenk, 1997). P-gp zeigen eine polarisierte
Expression zwischen basden und apikaen Zellmembranen, was z. T. zu hoch-
differenzierten Zellfunktionen fihrt, z. B. den Export von Stoffen durch die sinusoidalen
und kanalikuldren Hepatozytenmembranen (Silverman und Schrenk 1997, Borst et a.,
20004). In Geféalendothelzellen von Gehirn, Testes und Plazenta agieren mdrl-P-gp als
funktionelle Komponenten der Blut-Gewebeschranke (Bradley et al., 1990).

Zum Mechanismus der Regulierung der Expression von P-gp ist bekannt, dal3 er bei den
meisten Nagetierzelllinien Uber eine Genamplifikation ablauft (van der Bliek und Borgt,
1989). Im Gegensatz dazu findet sich in menschlichen Zelllinien eher eine Aktivierung der
Transkription (van der Bliek et al., 1988; Baas et a., 1990). In klinischen Beispielen der
P-gp-Uberexpression konnte eine Genamplifikation nicht nachgewiesen werden (Goldstein
et a., 1989; Rothenberg et a., 1989). In normalen Saugerzellen wird die Expression von
MDR1 P-Glykoprotein durch viele Faktoren reguliert, und es ist wahrscheinlich, daf die
Pgp-Expressionen an der Deregulation wahrend des Zellwachstums beteiligt ist.
Uberexpressionen in der Leber wurden wéhrend Cholestase, Leber-Regeneration,
hepatozelluldren Karzinomen und experimenteller Hepatokarzinogenese beobachtet
(Schrenk et al., 1993; Teeter et a., 1990; Goldstein et a., 1989; Huang et al., 1992).

Einige Substanzen (Karzinogene wie 3-Methylcholanthren, 2-Acetylaminofluoren und
Induktoren von CYP-Monooxygenasen) regulieren die Expression von Enzymen des
Fremdstoffmetabolismus und von P-gp in paralleler Weise (Aubrecht et a., 1995; Hill et
al., 1996; Gant et al., 1992). Die Expression von P-gp ist in verschiedenen Tumorzelllinien
mit einer transkriptionellen Suppression durch p53 verbunden, darunter auch humane
Lungentumore (Galimberti et a., 1998; Wang und Beck, 1998; Hirose und Kuroda, 1998).
Einige vom mdrlb transportierten Stoffe (z. B. Daunomycin) induzieren die mRNA-
Expression in Nager-Zelllinien. Die Induktion von P-gp durch das Zytokin TNF-o. kann

durch Ascorbat verhindert werden, was auf eine Beteiligung von Radikalen auf die P-gp-
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Regulation hinweist (Ziemann et al., 1999). H,O, induziert die mdrlb-Expression (RNA,
Protein und funktionelles Protein) in priméaren Rattenhepatozyten. Auch diese Induktion
wird durch Antioxidanzien (Vitamin C, Mannitol, DM SO, 3-Aminobenzamid) unterdriickt,
was die Beteligung radikalischer Mechanismen und von Poly-ADP-ribosylierung
unterstreicht (Hirsch-Ernst et a., 1998; Ziemann et a., 1999). Die P-gp-Induktion durch
das Zytokin TNF-o, weist aul3erdem auf eine mogliche Regulation des mdrl1-abhangigen
Fremdstoff-Transports wahrend Entzindungsprozessen hin (Hirsch-Ernst et al., 1998).
Dexamethason und extrazelluléare Matrixproteine sind in der Lage, die mdr1-Expression zu
unterdricken. Die hepatotrophen Wachstumsfaktoren EGF und IGF-1 induzieren die
Expression von mdrl mRNA und P-gp (Fardel et al., 1993, Hirsch-Ernst et al., 1995 und
1998). Physiologische Sauerstoffkonzentrationen modulieren die mdrlb-Expression in
Rattenhepatozyten-Primérkulturen, das deutet darauf hin, da Sauerstoff ein
entscheidender Regulator fur die zonale Sekretion von P-gp-Substraten in die Galle
darstellt (Hirsch-Ernst et a., 2000).

1.4. ,multi drug resistance related protein® (MRP)

Hinweise auf ein neues, von P-gp unabhangiges, MDR-Transportsystem ergaben sich aus
Untersuchungen an der Leuk&miezelllinie HL6O/ADR (McGrath und Center, 1988). Die
Isolierung des membrandren Transportproteins gelang allerdings an einer P-gp-negativen
Linie des kleinzelligen Bronchialkarzinoms H69AR (Mirski et al., 1987). Keiner der bis
dahin bekannten Resistenzmechanismen konnte als Erklarungsmodell dafir dienen. Die
Identifizierung einer 6,5 kb grof’en mRNA, die in HG69AR ca. 100fach Uberexprimiert war,
fuhrte zur Entdeckung des multidrug-resistance rel ated proteins (MRP1 as ersten Vertreter
der MRP-Familie) (Cole et a., 1992). Untersuchungen an anderen Zelllinien zeigten, dass
sich bei den meisten P-gp unabhangigen Multiresistenzen eine Uberexpression von MRP
nachweisen lief3 (Krishnamachary und Center, 1993; Barrand et al., 1994; Slovak et al.,
1993; Sumizawa et al., 1994; Zaman et a., 1993). Transfektion von HeLa und nicht
kleinzelligen Bronchialkarzinomzelllinien mit MRP sicherten die Erkenntnis, dass mit
einer Uberexpression von MRP eine Resistenz gegen eine Vielzahl wichtiger
Chemotherapeutika assoziiert ist (Zaman et a., 1994). Dazu gehdren Doxorubicin,
Vincristin, Vinblastin und Etoposid; weniger betroffen davon sind Mitoxantron und Taxol.
MRPs fungieren desweiteren als Transporter von Glutathionkonjugaten mit verschiedenen
anionischen  Gruppen von endogenen und exogen Substraten, z.B. dem
Entzindungsmediator Leukotrien C4 (LTC4), oder Glutathion-S-Konjugaten von
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Xenobitika (Mayer et a., 1995; Zaman et al., 1995; Gekeler et a., 1995; Lautier et al.,
1996). Neben GSH-Konjugaten stellen auch glukuronierte und sulfatierte endogene und
exogene Verbindungen ein Substrat fur MRP dar (Jedlitschky, 1996). Bei den
unkonjugierten Substraten erfolgt ein Co-Transport mit reduziertem Glutathion (GSH)
(Loeet al., 1998; Zaman et al., 1995; Lorico et al., 1996; Rappa et a., 1997). MRP zeigen
dhnlich wie die P-Glykoproteine eine polariserte Expression zwischen basalen und
apikalen Zellmembranen, was zu z. T. hochdifferenzierten Zellfunktionen fhrt, z. B. der
Export von Stoffen durch die sinusoidalen und kanalikuléaren Hepatozytenmembranen
(Keppler und Konig, 1997; Keppler und Konig, 2000; Borst et al., 2000b).

Vom ,,multidrug resistance related protein® (MRP) wurden bis heute 7 Familienmitglieder
identifiziert (Kool et al., 1997; Kool et a., 1999; Hopper et al., 2001). Einen Uberblick gibt
Tabelle 3. Man unterteilt in 2 Gruppen (siehe Abbildung 2). Eine Gruppe umfasst die
MRP1, -2, -3, -6 und -7, sie besitzen eine zusétzliche N-terminale Doméne (MSDy) (Borst
et a., 2000b; Ledlie 2001). Zur zweiten Gruppe zdhlen MRP4 und -5, sie sind kleiner als
MRP1 und weisen keine MSDy auf. MSD, scheint nicht fir die Transportaktivitét
notwendig zu sein (Bakos et al., 1998). Das 190 kDa grof3e membrangebundene MRP1 ist
N-glykosyliert und unterliegt der Phosphorylierung (Almquist et al., 1995,
Krishnamachary et al., 1993). MRPL1 bis -3 transportieren zusétzlich zu den neutralen oder
gering basischen organischen Verbindungen (Co-Transport mit freiem GSH) auch
Substanzen, die an GSH, Glukuronsdure oder Sulfat konjugiert wurden (Leier et al., 1994,
Muller et al., 1994, Borst et a., 2000b). In Tumorzellen wird haufig eine simultan erhohte
Expression von MRP1 und y-Glutamyl cystein-Synthetase gefunden, die die Synthese von
GSH katalysiert (Kuo et a., 1998). MRP2 ist vor alem in der baso-lateralen
Hepatozytenmembran zu finden und dort am ATP-abhéangigen Transport von
physiologischen Glutathionkonjugaten (z. B. Bilirubin) in die Gallengange und
sinusoidalen Gefélie beteiligt. Dieser Transport ist zum Teil durch Buthioninsulphoximin
(BSO) hemmbar (Versantvoort et a., 1996). Trotz dieser physiologischen Rolle von
MRP2, dessen Fehlen zum Dubin-Johnson-Syndrom (angeborene Stérung der
Bilirubinsekretion in die Gallenkandle) fuhrt (Paulusma et al., 1997), haben MRP1 und
MRP2 ein dhnliches Substratspektrum. Von beiden werden auch Vinca-Alkaloide und
Anthracycline transportiert, die an saure Liganden in der Zelle konjugiert wurden. Der
Transport dieser Substanzen durch MRP1 und 2 setzt die Anwesenheit von reduziertem
GSH voraus. MRP3 spielt in der Resistenz gegentiber Etoposid und Teniposid, nicht aber

gegeniiber anderen Medikamenten eine Rolle.
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Bezeichnung Lokalisation Transport/ Funktion
MRP1 ABCC1 Lu, Te, Ni, ubiquitér MDR, GS-X, LTC4,

(in Le gering)
MRP2 ABCC2 Le, Ni, Ma MDR, GS-X, glukuroniertes
(cMOAT) Bilirubin und anorg. Anionen
MRP3 ABCC3 Le, Ni, Ma, Nn, Pa, Pr MDR, GS-X
(MOAT-D)
MRP4 ABCC4 Pr, Lu, ubiquitar Nukleosid-Analoga (?)
(MOAT-B)
MRP5 ABCC5 Mu, He, Ge, ubiquitér MDR, cAMP, cGMP, GS-X,
(MOAT-C) Nukleosid-Analoga (?)
MRP6 ABCC6 Le, Ni ?
(MOAT-E)
MRP7 ABCC10 ? ?

Tab. 3: Uberblick Giber die MRP-Transporter-Familie (nach Borst et al., 1999 und Ledie et al.,
2001) cMOAT-candicular Multispecific Organic Anion Transporter, Lu-Lunge, Te-Testis, Ni-
Nieren, Le-Leber, Ma-Magen, Nn-Nebennieren, Pa-Pankreas, Pr-Prostata, Mu-Muskel, He-Herz,
Ge-Gehirn, ?-unbekannt, (?)-vermutet

a) b)
MSD, MSD, MSD, extrazellular VD
—_— 2
H.N "
jﬁ_ " i ﬂ Membran 1
WL L VI 131

NBD, NBD, zytosolisch

MRPL, -2, -3, -6, -7, AtIMRP1-5

YCFL1 (S. cerevisiae); mrp-1 (C. elegans) MRP4, MRPS, CFTR

Abb. 2: Zweidimensionale Dar stellung von M RPs. Struktur von MRP und verwandten Proteinen
mit charakteristischer dritter N-terminalen Membran-spannenden MSD, (a) und den kleineren
Mitgliedern der MRP-Familie mit typischer ABC-Struktur ohne MSD (b). Ledlieet al., 2001
At-Arabidopsisthaliana; YCF- yeast cadmium resistance factor 1, Sacharomyces cerevisiae;

C. elegans - Caenorhabditis elegans
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MRP4 und -6 hingegen sind nicht an einer Resistenz gegentiber Antitumor-M edikamenten
beteiligt. Uber die Struktur und die Funktion des MRP7 it bis jetzt wenig bekannt.

Als MRP1-Genlokus konnte das Chromosom 16 detektiert werden (Krishnamachary und
Center, 1993; Slovak et al., 1993). Die Uberexpression von MRP kann durch eine
Amplifikation des kodierenden Gens am urspriinglichen Genort erfolgen (Slovak et a.,
1993). Andererseits finden sich zahlreiche Hinweise darauf, dass eine vermehrte
Produktion von MRP auch ohne Genamplifikation stattfinden kann (Cole et al., 1992;
Eijdems et a., 1995). Eine Anayse des Initialpromoters vom MRP-Gen zeigt multiple
Startpunkte fur die Transkription und Ubereinstimmende Bereiche flr eine positive oder
negative Regulation (Zhu und Center, 1994).

Hohe Spiegel von MRP mRNA wurden charakteristischerweise in Tumoren gefunden, die
schlecht auf eine Chemotherapie ansprechen, wie Bronchialkarzinome (Nooter et al., 1996)
oder Neuroblastome. Letztere zeigen auch eine signifikante Korrelation mit der Expression
von n-myc, eéinem Onkogen, welches z. Z. den stérksten Indikator fUr ein Therapieversagen
darstellt (Bordow et al., 1994). Diese Beobachtung lasst den Schluf? zu, dass eine enge
Beziehung zwischen zelluléren Prozessen der Tumorprogression und der Ausbildung von
Faktoren der Chemoresistenz besteht. Die Expresson von MRP und P-gp ist in
verschiedenen Tumorzelllinien mit einer transkriptionellen Suppression durch p53
verbunden, darunter auch humane Lungentumore. Verdnderungen der MRP1 Expression
durch p53-Inaktivierung oder Mutation wurden ebenfalls fir humane Prostata-Tumor-
Zdlllinien beschrieben (Galimberti et al., 1998; Wang und Beck, 1998; Hirose und Kuroda,
1998; Sullivan et a., 2000). In normalen Saugerzellen wird die Expression von MRP und
MDR1-P-gp durch viele Faktoren reguliert, und es ist wahrscheinlich, dass die P-gp und
MRP-Expressionen an der Deregulation wahrend des Zellwachstums beteiligt sind.

1.5. ,lungresistancerelated protein® (LRP)

Die Entdeckung des ,,lung resistance related protein® (LRP) zeigte einen moglichen Weg
der Entwicklung einer Multi-Chemoresistenz auf, welcher nicht durch ein Protein
vermittelt wird, das aus der Familie der ABC-Transporter stammt (Scheper et al., 1993).
Erstmalig in einer Zdllinie eines nichtkleinzelligen Lungentumors (NSCLC) detektiert,
konnte es auch in den meisten anderen Neoplasien nachgewiesen werden, deren
Chemoresistenz nicht auf eine Expression von P-gp zurlckzuftihren war. In Proben
humaner Lungentumore waren in NSCLC 36% bis 83% (grof3zellige, undifferenzierte

Karzinome / squamdse Zell-Karzinome), aber nur 5% der kleinzelligen Lungentumore



Einleitung 12

(SCLC), die prima chemosensitiver sind as NSCLC, LRP positiv (Izquierdo et a.,
1996a). LRP ist ein wichtiger Resistenzfaktor bei MDR-bezogenen Medikamenten
(Doxorubicin, Vincristin) und einigen nicht-klassischen MDR-Medikamenten (Cisplatin,
Carboplatin, Melphalan) (Izquierdo et al., 1996b).

LRP - spéter auch als,,human major vault protein® (MVP) identifiziert - ist ein ca. 104-110
kDa grofl3es Protein, dal3 dhnlich wie P-gp im natlrlichen Gewebe an xenobiotisch
exponierten Stellen vermehrt exprimiert wird. Ausgenommen davon sind die Gallenkandle,
wo sich zwar P-gp aber kein LRP nachweisen |a3t. Es zeigt im Bronchiaepithel, im
Verdauungstrakt, in Keratinozyten und Makrophagen eine hohe Expression (Izquierdo,
1996a)

Die cDNA, die fur das LRP kodiert, wurde aus einer menschlichen Fibrosarkomzelllinie
isoliert. Als Genort konnte das chromosomale Segment 16p11.2 detektiert werden, welches
in der Nahe des MRP Lokus liegt (Scheffer et al., 1995). Esfindet sich in erster Linie zyto-
plasmatisch in groben Granula, ein Hinwels darauf, dass es mit einem Molekdl interagiert,
das mit vesikuléren bzw. lysosomalen Strukturen assoziiert ist (Scheper et al., 1993). Es
gehort zur Gruppe der Vault-Proteine. Die ungewohnliche Struktur der Vaults lassen
vermuten, dass sie Teil des Zellkern-Porenkomplexes sind. Sdugetier-Vaults sind grof3e
zytoplasmatische  Ribonukleinsdure-Protein-Komplexe, die aus mindestens vier
verschiedenen Komponenten bestehen. Das sind das major vault protein (MVP oder auch
LRP), die 193 kDa groR3e Poly-(ADP-Ribose)-Polymerase (VPARP), das 240 kDa grof3e
Telomerase/Vault assoziierte Protein TEP1 und eine oder mehrere kleinere RNAS
(VRNAs) (Kedersha et a., 1990). Aufgereinigte Vaults zeigen eine achteckige
Tonnenstruktur, die aus multiplen MVP/LRP-Kopien besteht, an deren Enden VPARP,
TEP1 und die VRNAs vermutet werden (Kedersha et al., 1991; Kong et al., 2000).

Abb. 3 : Oberflachendarstellung eines Vault-
Partikels. Rekonstruktion ener Elektronen-
mikroskopischen Aufnahme eines isolierten
Vaults aus einer TEP1 knock-out Maus. Die
L &nge des schwarzen Balkens entspricht 250 A.
(Kickhofer et al. 2001)

Die Identifikation des VPARP as funktionelle Poly-(ADP-Ribose)-Polymerase (PARP)
brachte den ersten Beweis flr eine Vault-vermittelte enzymatische Aktivitat (Kickhoefer et
al., 1999a). Demgegeniber sind die Aufgaben von TEPL als Vault- as auch Telomerase
assoziiertem Protein und mdgliche Wechselwirkungen noch ungeklart (Kickhoefer et al.,
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1999Db). Klonierte VRNAS aus Menschen, Ratten, M&usen und Ochsenfroschen zeigten
Langenvarianzen von 86 bis 141 Basen (Kickhoefer et a., 1993). Vaults sind in
Eukaryonten weit verbreitet und haben eine hoch konservierte Struktur (Kickhoefer et al.,
1998).

Uber die genaue Funktion des LRP und somit auch der Vaults besteht nach wie vor
Unklarheit. In Analogie zur anderen Vaults nimmt man an, dass sie an der Regulation des
nukleozytoplasmatischen bzw. vesikuléren Transportes verschiedener Substrate innerhalb
der Zelle teilnehmen. Gestltzt wird diese These auf Beobachtungen verminderter nukleo-
zytoplasmatischer Konzentrationen und der Exozytose in Vesikeln von Chemotherpeutika
in LRP-Uberexprimierenden Zellen (Schuurhuis, 1991; Scheffer et al., 1995; Hamill and
Suprenant, 1997; Abbondanza et a., 1998; Herrmann et al., 1999; Kitazono et al., 1999).
Hamill und Suprenant (1997) vermuteten eine Beteiligung der Vaults an der Rekonstitution
von Ribosomen und / oder die Beteiligung am Transport von Ribosomen und
Ribonukleoproteinen aus dem Zellkern. Abbondanza et al. (1998) zeigten eine Interaktion
von Vaults mit dem Ostrogenrezeptor und vermuteten eine Beteiligung von Vaults an
Zellkern-Zytoplasma-Transportvorgangen bei der Modulation von Signalwegen fur
Steroid-Hormone. Elektronenmikroskopische Aufnahmen der 13MDa groflen Vault-
Partikel zeigen einen hohlen Innenraum, was die Annahme unterstitzt, dass sie an

Transportvorgangen beteiligt sind (Kong et al., 1999).

1.6. Physiologische und biochemische Funktionen der Lunge

Die Lunge, als Gasaustauschorgan, wird auf zwei Wegen gegenuber Fremdstoffen
exponiert. Uber die eingeatmete Luft ist die Lunge der direkten Einwirkung potenziell
gefahrlicher meist anthropogener Substanzen ausgesetzt (z. B. Tabakrauch, Mineral stéube,
Metalloxide und Gase, wie Ozon oder Phosgen). Andererseits nimmt sie das gesamte
Auswurfvolumen des rechten Ventrikels auf und ist damit neben dem Herzen das am
stérksten durchblutete Organ. Dadurch hat sie Kontakt zu allen im ventsen Blut
enthaltenen endogenen und exogenen Substanzen. Eine Schédigung der Lunge kann somit
sowohl durch inhaativ as auch durch systemisch verfligbare Verbindungen erfolgen.
Neben ihrer respiratorischen Funktion erflllt sie auch eine Reihe metabolischer
Funktionen.

Die Lunge selbst besitzt eine Vielzahl von Enzymsystemen, um den unterschiedlichen
Belastungen gerecht zu werden. Ein besonderes Problem stellen dabel ROS und freie

Radikale dar, die entweder extern Uber die Atemluft aufgenommen werden, systemisch mit
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dem Blutkreisauf in die Lunge gelangen oder vor Ort entstehen, z. B. durch aktivierte
Entziindungszellen (Alveolarmakrophagen bei der Phagozytose) oder den Fremdstoff-
metabolismus. Viele lungentoxische Verbindungen begiinstigen die Generierung von ROS,
wie z. B. NO,, SO,, Ozon, Tabakrauch, Mineralstdube, Paraquat, Bleomycin (Quinlan et
al., 1994; Mauderly, 1984; Heppleston, 1991). Eine étiologische Mitbeteiligung von ROS
ist fur die unterschiedlichsten pulmonalen Erkrankungen und pathophysiologischen
Zusténde nachgewiesen. Als Beispiele wéren die Effekte von Zigarettenrauchen,
Emphysem, COPD (chronic obstruktive lung disease), Hyperoxie, Luftverschmutzung und
Reizgasen (O3, NO,, SO,, Diesdlabgase), ARDS (adult respiratory distress syndrome),
Mineralstdube, die Asbest-Karzinogenese, Asthma oder die zystische Fibrose zu nennen
(Halliwell und Gutteridge, 2000).

Die Lunge ist auf Grund ihrer Funktion auch den hochsten Sauerstoffpartialdriicken im
Korper ausgesetzt. Hohe O.-Atemluft-Konzentrationen fuhren zu toxischen Effekten
(Clark, 1988; Deneke und Fanburg, 1980), wie zu Schadigungen der Alveolen und zur
Entstehung von Odemen mit Stérung des alveolaren Gasaustausches. Die Endothelzellen
der Blutgefél3e reagieren dabel besonders empfindlich. Es kommt zum Absterben der
Alveolar-Epithelzellen und zur Penetration von Proteinen in die Alveolen. Kénnen diese
Schéden nicht mehr repariert werden, fihrt dies zur Ausbildung von fibrotischen
Umbauvorgangen und zur dauerhaften Storung des Gasaustausches (Poli und Parola,
1997).

Die Lunge bestzt ene komplexe Gewebsarchitektur mit einer starken
Kompartimentierung und Polarisierung. Es sind mehr as vierzig verschiedene Zelltypen
beschrieben, doch nur sechs sind bis jetzt als Targetzellen bei einer pulmonalen
Schéadigung bekannt. Dies sind Alveolar Typ I-Zellen, Alveolar Typ Il-Zellen,
Alveolarmakrophagen, Kapillar-Endothelzellen, zilientragende Bronchial epithel zellen und
nichtzilientragende Bronchiaepithelzellen. Einige dieser Zelltypen reagieren stérker auf
initilerende Einflisse, und bilden somit eine Zielpopulation fur die Induktion maligner
Tumore. Fir nur wenige Zelltypen ist eine aktive Beteiligung an der Biotransformation
von Xenobiotika nachgewiesen (Dahl et al., 1988; Martin, 1993).

Alveolarmakrophagen oder Granulozyten zdhlen zu den immunkompetenten Zellen, die
einerseits im lymphatischen Gewebe vertellt auf den gesamten Respirationstrakt und
andererseits im Lumen der Atemwege selbst, zu finden sind. Das Endothel der
pulmonalen Blutgefal3e besitzt auf luminaler Seite unterschiedlich grof3e Zellaudéaufer, die

zu einer VergroRerung der Kontaktflache mit dem Blutplasma fuhren. Dies ist wichtig fur
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den Gasaustausch. Die Aufnahme von im Blut zirkulierenden Verbindungen in das
Lungengewebe wird durch dieses Endothel gesteuert. Diese Aufnahme kann insbesondere
far lipophile Substanzen passiv erfolgen, fir einige endogene Verbindungen existieren
aber auch spezifische Transporter.

Der Bronchialbaum der Lunge trdgt auf luminaler Seite ein Epithel, das sich aus
mindestens acht verschiedenen Zelltypen zusammensetzt. Den grofdten Tell bilden dabei
die zilientragenden Epithelzellen. Sie finden sich vorrangig im oberen Respirationstrakt.
Die Zilien sorgen fir einen standigen Abtransport von Schleim und so fur die Reinigung
der Atemwege. Uber die Stoffwechselaktivitdten dieses Zelltypus ist bis jetzt wenig
bekannt (Clark, 1988; Crapo et al., 1982; Dahl et a., 1988 Dahl und Lewis 1993). Im
zilidren Epithel finden sich verstreut neben den Basalzellen die sogenannten Becherzellen,
ClaraZ€ellen und serdse Zellen, die neben den submukds gelegenen Drisen an der
Produktion des Bronchialschleims beteiligt sind. Clara-Zellen sind die nichtzilientragenden
Bronchiaepithelzellen des distalen Bronchialbaums und werden morphologisch von den
zilientragenden Bronchialepithel zellen unterschieden. Sie befinden sich am Ubergang von
den Bronchiolen zum gasaustauschenden Alveolar-Epithel, den Acini, sowie im héheren
Respirationstrakt bis hin zur Nasenschleimhaut. Es sind kuboide, sdulenartige Zellen, frei
von Zilien, mit langen apikalen Mikrovilli und neurosekretorischen Granula. Im
Elektronenmikroskop zeigen sie ein ausgepragtes agranuléares Endoplasmatisches
Retikulum (ER), grof3e Mitochondrien und osmiophile Granula. Immunhistochemische
Studien an histologischem Sektionsmaterial und an isolierten Zellen haben belegt, dass
Clara-Zellen Cytochrom P-450 Isoenzyme exprimieren und somit Uber eine Xenaobiotika
Stoff-wechselaktivitét verfligen. Sie werden u.a. zu den Progenitorzellen der chemisch
induzierten Tumorgenese gezahlt (Belinsky et al., 1991; Clark, 1988; Dahl und Lewis,
1993).

Zur epithelialen Auskleidung der Alveolen tragen vor alem die Alveolar-Typ I-Zellen
(squamdse Epithelzellen) bei. Sie bedecken die Oberflache der Alveolen zu 95%, obwohl
sie lediglich 4-5% der Zellen der tiefen Lungenabschnitte stellen. 1hr Zytosol ist Teil der
Diffusionsstrecke des Gasaustausches von den Alveolen zu den Kapillaren des
Blutgefadsystems. Sie sind sehr empfindlich fur Verletzungen jeglicher Art und besitzen
keine eigenen Mitose- und Proliferationsmoglichkeiten sowie Reparaturmechanismen.
Zwischen diesen Typ I-Zellen befinden sich eingestreut die Alveolar Typ I1-Zellen (All-
Zellen oder auch Nieschenzellen), die nur 5% der aveoldren Oberflache bedecken. Es

handelt sich dabel um kleine, irregulére kuboidale Zellen mit einem organellenreichen
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Zytoplasma. Unter dem Elektronenmikroskop sind auf deren Oberflache zahlreiche kurze
Mikrovilli sichtbar. Die Zellen zeigen in situ und in vitro eine apikal-basale Ausrichtung.
Apikal gelegene membrangebundene Natrium-Kand e befahigen die All-Zellen zur aktiven
Natrium-Aufnahme aus den Alveolen. Die transepitheliale Bewegung von Natrium aus den
Alveolen spielt eine grof3e Rolle in der Homoostase der geweblichen Flissigkeitsverteilung
und in der Verhinderung eines alveoldren Odems. Des Weiteren sind die All-Zellen in der
Lage, praferenziell kleine Partikel aus dem Alveolarraum aktiv aufzunehmen. Die All-
Zellen haben Stammzellfunktion. Schaden an Typ [-Zellen werden durch proliferierende
All-Zellen ersetzt, die zu Al-Zellen differenzieren.

Ein besonderes Merkmal der All-Zellen sind die Lamellar-Korperchen, die die
Hauptbestandteile des Surfactant enthalten. Beim Surfactant handelt es sich um ein
Lipid/Protein - Gemisch (9:1), das die Oberflachenspannung der Alveolen herabsetzt und
damit deren Entfaltung bel der Atmung ermoglicht. Der gréfte Tell der Lipide sind
Phospholipide, insbesondere Lecithin. Der Proteinanteil dhnelt der
Serumproteinzusammensetzung, enthdlt aber zusétzlich vier spezifische Surfactant-
Proteine (SP-A, SP-B, SP-C und SP-D). Eine weitere Besonderheit der All-Zellen ist ihre
hohe metabolische Kompetenz. Zeichen hierfur sind die zahlreich vorhandenen
Mitochondrien, freien Ribosomen, das ausgeprégte ER und der Golgi-Apparat. In vitro
konnten fur All-Zellen hohe Aktivitéten der Aryl-Hydrocarbon-Hydroxylase, der Epoxid-
Hydrolase oder der Glutathion-S-Epoxid-Transferase nachgewiesen werden. Aus diesem
Grund wird ihnen neben den Clara-Zellen eine wichtige Rolle im Fremdstoff metabolismus
der Lunge zugeschrieben. In diesem Zusammenhang ist auch die direkte Schadigung der
All-Zellen bei Exposition gegentber Silikat-Stauben, Ozon, Stickstoffdioxid oder Paragquat
zu sehen. Paraguat wird beispielsweise sowohl bei inhalativer als auch systemischer
Applikation aktiv durch All-Zellen aufgenommen und intrazellulér durch zyklische
Oxidations-Reduktions-Reaktionen mit molekularem Sauerstoff zum Superoxidanion und
anderen reaktiven Sauerstoff-Spezies tUberfiihrt. Dies kann zu einer selektiven All-Zell-
Nekrose flihren. Die Fahigkeit der metabolischen Aktivierung von Fremdstoffen macht die
Alveolar Typ Il-Zelen auch zum Ort der Schadigung durch die generierten reaktiven
Verbindungen. All-Zellen sind weniger empfindlich als Al-Zellen, kdnnen aber trotzdem
durch die Generierung von ROS oder andere Mechanismen vor alem in ihrer
Surfactantproduktion gestért werden (Belinsky, 1991; Clark, 1988; Dahl et a., 1988; Dahl
und Lewis 1993; Phalen et al., 1989; Witschi und Cote, 1976; Domin et al., 1986).
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1.7. Reaktive Sauerstoff Spezies (ROS)

In den Mitochondrien aller hoheren (heterotrophen) Organismen wird Sauerstoff als
Oxidationsmittel zur Energiegewinnung genutzt. Der molekulare Sauerstoff ist ein
Biradikal. Da die zwe Vaenz-Elektronen des molekularen Sauerstoffs parallel
ausgerichtet sind (paralleler Spin) sorgen sie aus Spinverbotsgrinden fur den relativ
stabilen, reaktionstragen Zustand. Jede andere Anordnung der aul3eren Elektronen fhrt zu
reaktionsfreudigen Sauerstoffderivaten, die reaktive Sauerstoffspezies (ROS) genannt
werden. Der Begriff beinhaltet nicht nur freile Radikale, sondern auch Nicht-Radikale,
welche sich direkt vom Sauerstoff ableiten.

Zu den radikalischen ROS zéhlen das Superoxidanion [O;"], das Hydroxylradikal [OH7],
das Peroxylradika [RO,7], das Alkoxyl-Radikal [RO’] und das Hydroxyperoxyl-Radikal
[HO.]. Nichtradikalische ROS sind Wasserstoffperoxid, hypochlorige Saure, Ozon,
Singulett-Sauerstoff und Peroxynitrit. Auf  Grund des ungepaarten Elektrons zeigen
Radikale eine starke Tendenz, ein zweites Elektron von einem potenziellen
Reaktionspartner abzuziehen, um einen stabileren Energiezustand zu erreichen. Die
Interaktion mit Zellbestandteilen und die Mdoglichkeit bestimmte Kettenreaktionen
auszuldsen, kann zur Bildung sekunddrer Radikale aus Proteinen, Lipiden oder
Nukleinsauren fihren.

Verschiedenste physikalische, chemische und physiologische Reaktionen sind
Ausgangspunkt fir die Entstehung von ROS. Viele Enzymsysteme generieren sie bel
physiologischen Vorgangen, z.B. die mikrosomalen und mitochondrialen
Elektronentransportketten, die enzymatischen Umsetzungen in Peroxysomen oder im
Zytosol durch das Xanthin/Xanthinoxidase-System (Sanders et a., 1997), die
Prostaglandin-Synthese oder das Cytochrom-P450-System im endoplasmatischen
Retikulum, das Sauerstoffkonzentrations-abhangig Superoxidanionen produziert (Goeptar,
1995). Eine weitere bedeutende Quelle der ROS ist der Stoffwechsel vieler Xenobiotikaim
Mechanismus der (Ent-) Giftung, als Beispiel ist das Chemotherapeutikum Bleomycin zu
nennen (Mahmutoglu et al., 1987; Trush et al., 1981). Viel komplexer ist die Situation bel
Stoffgemischen  mit einer groRen Anzahl verschiedenster Inhaltsstoffe und
Wechselwirkungen wie z. B. beim Tabakrauch. Aber auch eine Reihe physikalischer
EinflUsse (verschiedene Strahlungsarten oder mechanische Reizungen) kénnen zur Bildung
von ROS fuhren. Selbst kleinste Partikel (PM1o) in Dieselabgasen, welche wegen ihrer
geringen Grol3e tief eingeatmet werden kdnnen und in der Lunge verbleiben (sie werden

von ihrem Reinigungssystemen nicht erfasst), sind in der Lage Hydroxylradikale zu
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generieren (Donaldson et al., 1997). Ein &hnlicher Wirkungsmechanismus wurde fir
Asbestfasern nachgewiesen, welche in unmittelbarem Zusammenhang mit der Induktion
von Lungenfibrosen, Lungenkarzinomen oder Pleuramesotheliomen stehen (Quinlan et al.,
1994). Die Hautalterung (UV-Licht) und die Entstehung verschiedenster anderer Tumore
werden ebenso mit dem Wirken reaktiver Spezies in Zusammenhang gebracht (Campbell,
1989; Fubini und Mollo, 1995; Fubini et a., 1995).

ROS sind aus verschiedenen Grinden zellpathogen. In der DNA kann es durch oxidative
Veranderungen zu Fehlpaarungen und in deren Folge zu Punktmutationen, Strang- und
Chromosomenbrichen kommen (McDonald et a., 1993). Solche Vorgéange sind mutagen
und spielen bei der Tumorinitiation und -promotion eine Rolle. ROS kénnen Onkogene
aktivieren bzw. Tumorsuppressorgene inhibieren, Enzyme und Proteine inaktivieren oder
zur Lipidperoxidation fuhren. Biologische Membranen und subzelluldre Organellen sind
durch die dort vorhandenenen mehrfach ungeséttigten Fettsduren der Membran-
phospholipide gegenuber oxidativen Prozessen empfindlich. Oxidanzien reagieren dabei
mit den Fettsduren und konnen Uber radikalische Zwischenstufen das Peroxyradikal
generieren. Dieser as Lipidperoxidation beschriebene Vorgang kann zur voélligen
Zerstérung von Zellmembranen fihren. Im Rahmen der Lipidperoxidation entstehen
Aldehyde, welche ebenfalls reaktive Eigenschaften besitzen und die Molekilstruktur von
Proteinen und Nukleinsduren schéadigen kénnen. Ein Abbauprodukt der Lipidperoxidation
der Membranlipide ist das Maondialdehyd (MDA). Die Empfindlichkeit von Proteinen
gegenuber radikalischen Schadigungen hangt von ihrer Aminosaurezusammensetzung ab,
da bestimmte Aminosauren besonders leicht angreifbar sind (Cystein, Histidin, Methionin,
Thyptophan, Tyrosin). Das spi€elt eine ausschlaggebende Rolle in Bezug zur funktionellen
Beeintrachtigung durch die oxidative Schadigung, z.B. bei Veranderung wichtiger
Bindungsstellen (Akhlag et a., 1987). Doch nicht nur die direkte Oxidation von
Zellbestandteilen kann zur Beeinflussung der Zellhomoostase fuhren: dber die
Beeinflussung des intrazelluldren Kalziumhaushalts kann es zur Aktivierung von Ca®*-
abhangigen Endonukleasen kommen. Diese sind in der Lage, DNA-Molekile zu
fragmentieren (Bromme und Holtz, 1996; Halliwell und Gutteridge, 2000; Richter, 1997).
ROS spielen auch eine Rolle bei essenziellen biologisch/physiologischen Ablaufen des
Organismus. So wird Superoxid bei Entziindungsreaktionen der unspezifischen Abwehr,
wie dem "respiratory burst", in phagozytierenden Zellen wie Monozyten, Makrophagen
und polymorphkernigen Leukozyten zur Abwehr von Bakterien benutzt. In das

extrazelluldre Milieu abgegebene Superoxidanionen gelten als Teil von chemotaktischen
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Faktoren fur andere Entziindungszellen (Collins et al., 1995). Als endogene Aktivatoren
der phagozytéaren Superoxidradikalbildung gelten z.B. der Komplementfaktor Cb5a,
Leukotrien B4 sowie der Tumorpromotor Phorbolmyristylacetat (PMA) (Trush und
Kender, 1991). Des Weiteren sind sie bekannt als Ereignis der Signaltransduktion bei
verschiedenen Regulations-mechanismen, wie Wachstumsfaktoren und Zytokinen, z. B.
EGF, TNF-, TGF- oder als Second-Messenger-Systern Uber die Aktivierung von NF-xB
(Bae et a., 1997; OKédly et a., 2000; Martin et a., 1997; Remacle et a., 1995). Wegen
ihrer hohen Reaktivitdt konnen sie mit allen molekularen Strukturen der Zellen reagieren,
was je nach Lebensdauer des Radikals, Bildungsort und Reaktionspartner zu strukturellen
und funktionellen Stérungen bis hin zum Zelltod fuhren kann. Durch die zelleigenen
Schutz- und Reparatursysteme werden entstandene Schaden zum Teil erkannt und repariert
werden kdnnen. Bei irreparablen Schaden kann ein Signal in Richtung des programmierten
Zelltodes (Apoptose) induziert werden, wodurch geschadigte Zellen aus dem
Gesamtorganismus entfernt werden.

Bei der schrittweisen Reduktion des molekularen Sauerstoffs entstehen auf verschiedenen
Reduktionsstufen drei reaktive Spezies: Superoxidanionen [O;"], Wasserstoffperoxid
[H20,] und Hydroxylradikale [OH’] (Abbildung 4).

O,” werden vorzugsweise durch die Elektronentransportketten in den Mitochondrien
gebildet, dieser Weg als Nebenprodukt der mitochondrialen Atmungskette ist direkt
proportional zur Sauerstoffspannung und wird daher auch als wesentlicher Mechanismus
der Sauerstofftoxizitdt diskutiert. Die Entstehung von Superoxidanionen beim
Stoffwechsel von Fremdstoffen steht oft in Beziehung zum toxikol ogischen Erscheinungs-
bild. Besonders ausgepragt ist diese Bildung bei Vergiftungen mit dem Herbizid Paraquat
(Babior, 1997; Fridovich, 1995; Hassan und Fridovich, 1978). O,” sind wegen ihrer
Polaritét schlecht membranpermeabel. Sie werden durch Superoxiddismutasen zu
Wasserstoffperoxid und Sauerstoff umgesetzt. Die effektive Halbwertszeit liegt im Bereich
von Millisekunden. Als Folgeprodukte entstehen Wasserstoffperoxid, Peroxynitrite und
Hydroxylradikale. Hydroxylradikale konnen nicht direkt aus Superoxid generiert werden.
Superoxidanionen sind jedoch in der Lage, das dreiwertige Eisen in die zweiwertige Form
zu Uberfuhren (Superoxid-assistierte  FENTON-Reaktion) (Gutteridge et al., 1990;
Halliwell und Gutteridge, 1992). O, haben eine geringe Reaktivitdt, eine direkte

Interaktion mit DNA, Lipiden oder Aminosauren ist nur mit geringer Effektivitét moglich.
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Molekularer Sauerstoff O,

PQ ®* (PQ Radikal) NADPH* Pentose
e L j e r j Phosphat
PQ 2* (PQ Dikation) NADPH Zyklus
Superoxid O:_
e+ 2H* Superoxiddismutasen
Y
Katalase
Wasserstoffperoxid  H,0, = H,0,0,

3 4
¢ Glutathion-Peroxidase

Fenton-Reaktion / = H,O, GSSG
Fe

\

Hydroxyl-Radikal OH® GSH
Zellschaden

Abb. 4: Reduktion des molekularen Sauer stoffsund Generierung von ROS durch PQ.
Sauerstoff wird in einer Ein-Elektronen-Ubertragung (z.B. durch PQ) zum Superoxid-Anion
reduziert. Eine weitere Reduktion filhrt zum Wasserstoffperoxid. Ist zweiwertiges Eisen (Fe?)
vorhanden wird in einer FENTON-Resktion aus Wasserstoffperoxid das Hydroxyl-Radikal
(reaktivstes Radikal) gebildet. Superoxid ist in der Lage Fe3* in Fe2* zu Uberfihren.

Das PQ-Radikal ist in der Lage ein Elektron auf O, zu tbertragen und kann durch Verbrauch von
Reduktions-Aquivalenten (z.B. NADPH) zyklisch weitere Superoxid-Anionen generieren.

(Gram, 1997 und Minikata et a ., 1988)

Wasserstoffperoxid aus der Gruppe der nichtradikalischen ROS entsteht unter physio-
logischen Bedingungen vorrangig in den Peroxisomen, bel verschiedenen Enzym-
reaktionen als Endprodukt von Oxidationsreaktionen (Chance et al., 1979). Es ist
wasserl6slich und sehr gut membranpermeabel. Die biologische Halbwertzeit ist abhéngig
von den H,0O,-abbauenden Enzymen wie Katalase und Glutathionperoxidase, welche fir
ein Gleichgewicht zwischen Entstehung und Abbau sorgen. Es kann sowohl Oxidations-
als auch Reduktionsmittel sein, ist aber selbst wenig reaktiv. Nur ein Teil der Schaden,
welche durch H,O, ausgeldst werden, kann auf eine direkte Wirkung zurtickgefihrt
werden, da DNA-Molekile, Lipide und die meisten Proteine nach einer Inkubation mit
H.0O. keine Oxidationschaden zeigen (Halliwell und Gutteridge, 2000). Wasserstoffperoxid
kann jedoch Metalionen-katalysiert Uber die FENTON-Resktion Hydroxyl-Radikale
generieren und so z. B. indirekte DNA-Schadigungen verursachen (Schraufstatter et al.,
1986; Spencer et a., 1995).
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Das Hydroxylradikal entsteht neben der Metalionen-katalysierten Spaltung von
Wasserstoffperoxid (FENTON-oder FENTON-&hnliche-Reaktion), aber auch bei
Metallionen-unabhangigen Reaktionen, wie der Radiolyse von Wasser (von Sonntag,
1987), z. B. beim Bestrahlen der Haut mit UV-Licht. Das Hydroxylradikal ist das stérkste
bekannte ROS und kann nur ein einziges Mal reagieren. Durch sein hohes positives
Reduktionspotenzial ist es aul3erst reaktiv und kann mit allen Molekilen in einer Zelle sehr
schnell reagieren. Schaden werden fast nur am Entstehungsort verursacht, da der
Aktionsradius bei ca. 1 nm (eine durchschnittliche Zelle hat einen Durchmesser von ca.
10.000 nm) liegt. Die biologische Halbwertzeit wird auf ca. 1 Nanosekunde geschétzt. Auf
Grund der hohen Reaktivitét ist OH’ in der Lage, direkt DNA- und Membranmolekiile zu
schadigen (Breen und Murphy, 1995; Sancar, 1996; von Sonntag, 1987).

Da die Bildung von ROS eine Begleiterscheinung aerober Lebensweise darstellt, besteht
unter normalen Bedingungen in Saugetierzellen ein Gleichgewicht zwischen Oxidanzien
und antioxidativ wirkenden Substanzen, zu denen Enzyme (z. B. Superoxiddismutasen,
Katalasen, das Glutathionredoxsystem) und nicht enzymatische Antioxidanzien (z. B.
GSH, Vitamin A, C, und E, Harnstoff, Bilirubin u. a. m.) gezahlt werden. Sie sind die
Gegenspieler fir Superoxidanionen und Wasserstoffperoxid, aus denen, wie oben
beschrieben, entweder spontan oder Uber enzymatische Reaktionen zelltoxische
Sauerstoffradikale entstehen kdnnen. Oxidativer Stress entsteht also immer dann, wenn die

ROS-Generierung die antioxidative Kapazitét Ubersteigt.

1.7.1. Paraquat

Paraguat (1,1 '-Dimethyl-4,4'-bipyridinium-dichlorid oder Methylviologen), ein quarter-
nares Ammonium-Herbizid aus der Gruppe der Bispyridinium-Verbindungen zahlt zu den
wirkungsvollsten aber zugleich hoch humantoxischen Herbiziden. Paraguat (PQ) wurde
erstmalig im spaten 19. Jahrhundert beschrieben, als Redoxindikator genutzt und ist seit
den finfziger Jahren als Methylviologen bekannt. Seitdem findet es eine breite
Anwendung als schnell wirkendes Kontaktherbizid, das seine Wirkung vor alem auf
oberirdische Pflanzenteile entfaltet. Es wird im Boden von verschiedenen
Mikroorganismen inaktiviert. Die biologische Wirksamkeit dieser Verbindungen resultiert
aus der Generierung von oxidativen Stressoren. Im Prozess der Photosynthese findet die
Ubertragung eines Elektrons (Photosystem | oder (ber eine Ferrodoxin-NADPH®
Reduktase) auf Paraguat statt. Das entstehende Radikal ist in der Lage, ein Elektron auf
molekularen Sauerstoff zu Ubertragen, wobel Superoxid entsteht. Das in den Chloroplasten
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Uber diesen Redoxzyklus generierte Superoxid wird zu einem Grofdeill durch
Superoxiddismutasen in H,O, umgewandelt. Da Chloroplasten keine eigene Katalase
besitzen und die hohen H,O,-Spiegel nicht durch andere Mechanismen inaktiviert werden
konnen ist das entstehende H,O, fir das schnelle Absterben der Pflanzen verantwortlich
(Streb et al., 1998).

Ein &hnlicher Mechanismus wird fur die Toxizitdt in Tieren und dem Menschen
angenommen (Abbildungen 4 und 5). Sie ist Resultat der Reduktion von PQ durch
verschiedene Enzymsysteme (z. B. NADPH-Cytochrom C-Reduktasen). Die Addition
eines einzelnen Elektrons an das PQ-Dikation (PQ?") fiihrt zum Methylviologen, dem PQ-
Radikal (PQ™). PQ™ wiederum kann ein Elektron auf molekularen Sauerstoff (ibertragen,
was zum Superoxid fuhrt und das PQ-Dikation regeneriert. Der Zyklus kann neu beginnen
und generiert Superoxid-Anionen, solange ein elektronentibertragendes System, PQ und O;

vorhanden sind.

®/ \ —\® Red. @y \ -\
Me—N N—Me Me—N « + J)N—Me
_/ 7 Ox _

PQ PQ"+

Abb. 5: Paraquat und das Paraquat-Radikal. Die Ubertragung eines Elektrons auf Paraquat (PQ)
fhrt zum PQ-Radikal (PQ’ * ). Das zusétzliche Elektron liegt delokalisiert im aromatischen System
des PQ-Molekils vor und kann auf Sauerstoff Ubertragen werden, wodurch Superoxid entsteht.
(Minikata et a., 1988)

Die Aufnahme von PQ erfolgt durch Absorption (Haut), Inhalation oder Ingestion. Es wird
gut und schnell vom Gastrointestinal-Trakt resorbiert, Vergiftungserscheinungen kdnnen
dadurch bereits vor Ablauf einer Stunde auftreten. PQ besitzt einen niedrigen Dampfdruck,
wodurch die Gefahr einer Vergiftung durch Inhalation relativ gering ist. Durch die
unverletzte Haut kdnnen nur kleinere Mengen absorbiert werden. Aufgenommenes PQ
verursacht im Saugetierorganismus ein breites Spektrum toxischer Effekte. Betroffen sind
vor alem stoffwechselaktive Organe, wie Nieren, Leber, Nervensystem, Herz und Muskel-
gewebe. Im Mittelpunkt der Schadigungen steht die Lunge, in der die hdchsten
Konzentrationen von PQ gefunden werden. Es wird in den Al- und All-Zellen sowie
Clara-Zellen Uber einen energieabhangigen Transportmechanismus akkumuliert, der
physiologisch fur die Aufnahme biogener Amine wie Putrescin verantwortlich ist. Die
Konzentrationen von PQ in der Lunge sind dadurch bis zu funfzigma hoher as im

Blutplasma. Diese selektive Anreicherung und Persistenz im Lungengewebe ist
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verantwortlich fir die vordergrindige Schadigung der Lunge. Die Patienten entwickeln
Lungenfunktionsstorungen, erkennbar an Dyspnoe oder Tachypnoe sowie einem
nichtproduktiven Husten. Der fibrotische Prozess entwickelt sich dann sekundér zur
proliferativen Alveolitis. Der Ausgang ist in den meisten Fallen letal (Ameno et al., 1994,
Baldwin et a., 1975; Chen et al., 1992; Hayes und Laws, 1991; Hoet et al., 1993 und 1994;
Sion et al., 1989; Smith, 1986).

Zielsetzung

In der Lunge finden zusétzlich zum Gasaustausch verschiedene physiologisch bedeutsame
Prozesse dtatt, z.B. die Umsetzung biogener Amine oder die Clearing-Funktionen
gegenlber Stauben, Fasern oder Aerosolen aus der Atemluft. Die feingewebliche Struktur
der Lunge ist durch eine auRerordentliche grof3e Oberfléche des respiratorischen Epithels
sowie der kapillaren Oberflache gekennzeichnet. Daraus resultiert eine enge Verbindung
zwischen AuRenmilieu (Atemluft) und Kreislaufsystem (Gefédlumen). Die sehr komplexe
Gewebsstruktur, die fur dieses Organ typische topographische Gliederung in Trachea,
Bronchien, bronchiolédre und alveolére, d.h. respiratorische Bereiche sowie die polarisierte
Verteilung biochemisch-physiologischer Funktionen zwischen verschiedenen Zelltypen
und zwischen basalen und apikalen Membranen tragen dazu bei, dal3 relativ wenig Gber die
Expression von ABC-Transportern und deren Regulation in der Lunge bekannt ist.

Aus priméren Hepatozyten-Zellkulturen ist fur , multi drug resistance” Proteine — speziell
die mdrlb-Isoformen — bekannt, daf’3 Peptidwachstumsfaktoren, Zytokine und reaktive
Sauerstoffspezies an der Regulation von mdrlb beteiligt sind. Die Generierung reaktiver
Sauerstoffspezies durch inhalierte Schadstoffe oder im Zusammenhang mit dem
.respiratory burst® bei der Aktivierung von freien pulmonaen Alveolarmakrophagen
(PAM) wird als wesentlicher Mechanismus fir eine Lungenschadigung durch sogenannte
Pneumotoxikantien angesehen. Ziele der vorliegenden Dissertationsarbeit waren daher die
Expression der , multi drug resistance Proteine MDR1-P-gp, MRP1 und LRP in humanen
Lungenzellkulturen und die Sensitivitét gegeniiber Promotoren reaktiver Sauerstoffspezies

(ROS) zu untersuchen.
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Die Untersuchungen sollten an Primérzellkulturen aus proximalen (Bronchiaepithel) und
distalen (Pulmonalgewebe) Abschnitten der Humanlunge durchgefiihrt werden. Die
Befunde sollten mit permanenten humanen Lungentumorlinien und mit Primérzellen der

Rattenlunge (Alveolar Typ II-Zellen) verglichen werden.

Die Detailziele waren wie folgt:

e Vergleich der mdrlb mRNA-Expression in All-Zellen der Ratte mit VVorbefunden aus
Hepatozytenkulturen, insbesondere Adaptation an Primérkultur und Reaktion auf
oxidativen Stref3

e Expression von funktionell mit dem ,multi drug resistance* Phanomen verwandten
Transportern LRP und MRP in Alveolar Typ Il-dhnlichen Zellen, H358- und A549-
Linien sowie Clarazell-ahnlichen H322-Linie.

e Ermittlung der interindividuellen Variabilitét in der Expression von LRP, MRP und
P-gp (MDR) in Humanlungenzel lkulturen

e Adaptation der Expression von LRP, MRP und P-gp in humanen Lungenzellen in
Primarkultur verschiedener Explant-Generationen und Zellpassagen

e Senditivitdt von Humanlungenzellkulturen gegentiber Promotoren von ROS auf die

LRP-, MRP- und P-gp-Expression in vitro
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2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.2. Versuchstiere

Fur die Praparation von Alveolar Typ lI-Zellen (All-Zellen) der Rattenlunge wurden
mannliche Ratten (Wistar Hannover) mit einem Gewicht von 100-160 g eingesetzt. Die
Tiere wurden unter konstanten Bedingungen mit abwechselnden Hell- und Dunkel perioden
von jeweils 12 Stunden gehalten und erhielten Standardfutter (Haltungsdiat Standard, Nr.
1320, Altromin, Lage/ Lippe) und Wasser ad libitum.

2.1.3. Zdlinien

Die Zdllinien A549, H358 und H322 (humane Lungentumorzellen) wurden von Professor
Wiebel, Institut for Toxikologie, Gesdllschaft fur Strahlenforschung, Minchen zur
Verfigung gestellt. Ursprung der A549 Zellen (+p53) war ein Adenokarzinom der Lunge.
Die Zdlllinie H358 stammt von einem nicht-kleinzelligen Lungentumor. Dabei handelt es
sich um p53 negative Zellen mit All-Zell-Ursprung. Ebenfalls von einem nicht-
kleinzelligen Lungentumor stammen die Zellen der Linie H322. Vom Zelltyp her handelt
es sich um Clara-Zellen (nicht zilientragendes Bronchialepithel) mit einer endogenen p53
Mutation.

2.1.4. Nor male humane Bronchialepithelzell- und L ungenzellkulturen

Zur Gewinnung von humanen Bronchialepithelzellkulturen (NHBEZ-Kulturen) und von
Lungenzellkulturen (PLZ-Kulturen) wurden Bronchusresektate und Lungengewebs-
resektate tumorfreier Regionen von Lungenteilresektionen verwendet. Die Patienten
wurden aus Krankenhdusern der Umgebung von Halle an das Universitatsklinikum der
Martin-Luther-Universitdt (Herz-Thorax-Chirurgie, Prof. Silber) zur Operation aus
Klinischer Indikation Uberwiesen. Der Gewebegewinn zum Anlegen der Kulturen erfolgte
aus Resektaten, die nach Gesichtspunkten der Tumorchirurgie entfernt wurden (keine
gezielte Gewebsentnahme fur Versuche). Alter, Geschlecht, Einnahme von Medikamenten,
Rauchgewohnheiten, berufliche Exposition und andere Besonderheiten waren keine
Ausschlusskriterien. Personenbezogene Daten wurden protokolliert und anonymisiert. Die
Zustimmung der Ethikkommision der Universitdt Halle fur die Nutzung der Proben zu
Forschungszwecken liegt vor.
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2.1.5. Chemikalien und Biochemikalien

Alle im folgenden nicht gesondert aufgefihrten Chemikalien wurden von den Firmen
Merck (Darmstadt), Sigma (Taufkirchen), Boehringer (Mannheim) und Serva (Heidelberg)

bezogen.

Reagenzien fur die Z€ellpréaparation und Zelkultur

3,3,5-Triiodo-L-thyronin (T3)
AECG-Medium
Desoxyribonuklease |, Typ 4
Detach Kit

DMEM Trockensubstanz
epith-o-ser Medium

Fetales K&l berserum
Fibronektin

DMEM / HAM-F12 - Fertigpulver
HEPES

Humantransferrin

Hydrocorti sonhemisuccinat
Kollagen Typ | aus Rattenschwanz
L15-Leibovitz Puffer
L-Glutamin

Liquemin N 25000
N-Acetylcystein
Natriumselenit

PBS Instand
Penicillin/Streptomycin
Pentobarbital

Percoll 1,124 g/ml

Sigma, Taufkirchen

Promo Cell, Heidelberg
Sigma, Miinchen

Promo Cell, Heidelberg
Gibco, Berlin

c-c-pro GmbH, Neustadt/ W.
Seromed, Berlin

Sigma, Taufkirchen
Biochrom, Berlin

Seromed, Berlin

Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen

Serva, Heidelberg
Biochrom, Berlin

Sigma, Taufkirchen
Hoffmann/La Roche, Grenzach Wyhlen
Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen
Biochrom, Berlin

c-c-pro GmbH, Neustadt/ W.
Serva, Heidelberg

Pharmacia, Freiburg
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Rinderinsulin Sigma, Taufkirchen
Rinderserumalbumin Fraktion V Paesel & Lorei, Frankfurt
Trypsin 0,25 % aus Schweinepankreas Sigma, Taufkirchen
Trypsininhibitor Typ Il S Sigma, Taufkirchen

Effektorzusitze in den Kulturmedien

H-0, Merck, Darmstadt

Paraquat (M ethylviologen) Sigma, Taufkirchen

All-Z€lfarbungsreagenzien

Gerbsaure Sigma, Taufkirchen

Osmiumtetroxid Sigma, Taufkirchen

Reagenzien fur die RNA-, und Protein-Analytik

Fur die RNA-Anaytik wurden nur DNase- und RNase-frele Chemikalien verwendet.
HPLC-Wasser wurde mit Diethylpyrokarbonat versetzt und autoklaviert. Lésungen fur die
Western-Blot-Analytik wurden aus mikrofiltriertem bidestilliertem Wasser hergestellt.

Acrylamid/Bisacrylamid (29:1) Bio-Rad, Munchen
Agarose NEO Roth, Karlsruhe
Ammoniumpersulfat Sigma, Taufkirchen
Antipain Sigma, Taufkirchen
Aprotinin AppliChem, Darmstadt
Chloroform Roth, Karlsruhe
Diethylpyrokarbonat (DEPC) Sigma, Taufkirchen
DNase RQ1 Promega, Mannheim
dNTP-Mix Hybaid-AGS, Heidelberg
E64 Sigma, Taufkirchen
ECL-Reagenzien Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg

EDTA Sigma, Taufkirchen
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Ethanol Roth, Karlsruhe
Ethidiumbromid Sigma, Taufkirchen
Folin-Ciocalteus-Phenolreagenz Merck, Darmstadt
Guanidinhydrochlorid Roth, Karlsruhe

Glycin Roth, Karlsruhe
High-Range Rainbow Molecular Weight Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Marker (14-220 kDa)

| sopropanol Roth, Karlsruhe
Leupeptin AppliChem, Darmstadt
Magermilchpulver AppliChem, Darmstadt
Methanol Roth, Karlsruhe
MMLV-Reverse Transkriptase Promega, Mannheim
N,N,N‘,N‘-Tetramethylethylendiamin Serva, Heidelberg
Natriumvanadat Sigma, Taufkirchen
Pepstatin AppliChem, Darmstadt
Phenanthrolin Sigma, Taufkirchen

PM SF Applichem, Darmstadt
Random Hexamere Promega, Mannheim
Rinderserumalbumin Fraktion V Paesel & Lorei, Frankfurt
Saccharose Roth, Karlsruhe

Sodiurn Dodecyl Sulfate Boehringer, Mannheim
(32-Mikroglobulin (180kDa Standard) Sigma, Taufkirchen

Tag DNA-Polymerase Promega, Mannheim
Tris-Puffer Merck, Darmstadt

Triton X-100 Sigma, Taufkirchen
TRIzol™-Reagenz Life Technologies, Karlsruhe

Tween 20 Sigma, Taufkirchen
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RNA-/ Proteinisolierung

Die Isolierung der gesamt-RNA erfolgte nach einer modifizierten Methode von
Chomczynski und Sacchi (1987) mittels Trizol-Reagenz (Guanidiniumthiocyanat-Phenol -
Chloroform-Extraktion). Aus dem selben Ansatz konnte Gesamt-Protein gewonnen
werden. Die Plasmamembranpréparation erfolgte nach Simpson et al. (1983). Die Protein-
bestimmung erfolgte nach Lowry et a. (1951).

Primer fur die PCR
Fur die RT-PCR wurden folgende Primer verwendet:

MDR1 (human): 5 CCT ATCATT GCA ATA GCA GG 3 und
5GTTCAAACTTCTGCTCCTGA 3
167 bp Fragment (Noonan et al., 1990)
MRP1 (human): 5 CTG AGA AGG AGG CGC CCT G 3 und
5 GTGTCCGGA TGGTGGACT G 3
614 bp Fragment (Barrand et al., 1994)
LRP (human): 5 CCC CCATACCACTATATCCAT GTG 3 und
5 TGGAAAAGCCAGTCATCTCCTG3
405 bp Fragment (Stein et al., 1997)
-Aktin (human):  5'ACG GCT CCG GCA TGT GCA AG 3'und
5 TGA CGA TGCCGT GCT GCA TG 3
196 bp Fragment (Jantsch, 1997)
mdrlb (Ratte) 5 GAA ATAATGCTT ATA TGA ATC CCA AAG 3
5GGT TTCATGGTCGTCGTCTCT TGA 3
325 bp Fragment (Zhang et al., 1996)
3-Aktin (Ratte) 5 TACAACCTCCTTGCAGCTCC3
5 GGA TCT TCA TGA GGT AGT CAGTC 3
630 bp Fragment (Raff et al., 1997)
Die Primer wurden nach Mdglichkeit so gewahlt, dald sie in unterschiedlichen Exonen
lagen, um cDNA-Amplifikate von DNA-Verunreinigungen unterscheiden zu konnen. Die
Synthese erfol gte durch die Firma Genaxis (Gottingen).
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Antikor per

LRP wurde mit dem monoklonalen Antikérper LRP56 (Monosan) nachgewiesen. Als
sekundarer Antikorper diente ein Peroxidase gekoppelter,  human-préaabsorbierter
Antikorper (Ziege, anti-Maus;, Sigma). Fir die MRP-1 Detektion wurde der primére
monoklonale Antikorper MRPrl (Ratte; Kamiya Biomedical Company,) eingesetzt. Der

sekundére, Peroxidase gekoppelte AntikOrper (Ziege, anti-Ratte) stammte von ICN

Biomedicals GmbH, Eschwege.

Photochemikalien

Die Entwicklung der ECL-Filme erfolgte mit D-19 Entwickler und Fixierer von Kodak.

2.1.6. Geratel Materialien

-Anaysenwaage BP 221 D

Sartorius, Gottingen

-Auswertungssoftware Tina 2.09

Raytest, Berlin

-Autoklav 3.021

Schitt, Gottingen

-Axioskop 20 mit Fluoreszenzleuchte

Zeiss, Jena

-Biofuge fresco Kuhlzentrifuge

Heraeus-Instruments, Hanau

-Chamber Slides, Lab Tek ||

Nunc, Wiesbaden

-Brutschrank BBD 6220

Heraeus-Instruments, Hanau

-Einmal-Kunststoffpipette: 1, 5, 10, 25 ml

TPP, Schweiz

-Einmal-K Givetten, 1,5 ml Halbmikro, PS

Brand, Wertheim

-Entsorgungsbeutel aus PP

Brand, Wertheim

-Eppendorf-Concentrator 5301

Eppendorf, Hamburg

-Filter-Pipettenspitzen Peglab, Erlangen
-Flachbett-Scanner Hewlett Packard
-Folienschwel l3gerét ,, Folio® Severin, Sundern

-Fuchs-Rosenthal -Zahlkammer

Brand, Wertheim

-Gewebehomogenisatoren 2, 10, 30 ml

Wheaton

-GS-15R Zentrifuge

Beckman, USA

-Taumler Heidolph Polymax 1040

Heidolph, Schwabach

-horizontal e Elektrophoresekammer

Biotech Fisher, Reiskirchen

-Homogenisator Ultrathurrax T25

IKA Labortechnik, Staufen




Material und Methoden

31

-HPL C-Apparatur Merck, Darmstadt
-Hybridisierungsofen OV5 Biometra, Gottingen
-Hyperfilm-ECL Amersham, Braunschweig

-Imaging plates cassette, Fuji

Amersham, Braunschweig

-Inversmikroskop Axiovert 25

Zeiss, Jena

-Kaltlichtlampe Halolux 150

Faust, Schaffhausen, Schweiz

-Kryostat Haake KT2 mit Umlaufpumpe

Haake, Karlsruhe

-Kulturgefalie

Nunc, Wiesbaden und TPP, Schweiz

-Laminarbank Gelaire

Geman-Instruments

-Magnetrihrer MR 3001 K

Heidolph, Schwabach

-Mastercycler gradient

Eppendorf, Hamburg

-Vertikal Elektrophorese Hoefer SE 280

Amersham, Braunschweig

-Mikroliterspritzen

Hamilton Deutschland, Darmstadt

-Mikroskop Technival 2

Zeiss, Jena

-Mikroskopkamera MC 80

Zeiss, Jena

-Nafdtransfer-Einheit Hoefer TS 22

Amersham, Braunschweig

-Nylonnetze, Nytal Monofilament 250 pum
und 60 pm,

Schwei zerische Seidengazefabrik Thal,
Schweiz

-PCR-Gefél3e, 1,5 ml

Roth, Karlsruhe

-Photometer DU 7500

Beckman, Miinchen

-Polypropylenréhrchen mit Schraubdeckel
15ml, 50 ml

Sarstedt, Nirmbrecht und TPP, Schweiz

-Quarz Kivetten 1 ml

Hellma, Millheim

-Reaktionsgefai3e 0,5/1,5/2,0 ml

Eppendorf, Hamburg

-Rodent Ventilator 7025

HSE-Hawardt, March-Hugstetten

-Sartol ab-P-plus Filter (0,2+0,45 pm)

Sartorius AG

-Schlauchpumpe Cyclo |

Roth, Karlsruhe

-Standard Power Pack P25

Biometra, Gottingen

-Sterilbank HERA -safe

Heraeus-Instruments, Hanau

-Sterilbank HERA-safe H12

Heraeus-Instruments, Hanau

-Stromversorgungsgeréte Phero Stab

Biotech Fisher, Reiskirchen
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-Thermomixer Comfort

Eppendorf, Hamburg

-Tiefkuhlschrank —80°C, ,, Herafreeze"

Heraeus-Instruments, Hanau

-Tierhatungsschrank Scantainer

Scanbur, Ddnemark

-Transferpipetten 3,5 ml Sarstedt, NUmbrecht
-Trockenschrank SUT 6200 Heraeus Instruments, Hanau
-Ultrazentrifuge XL-100 Beckmann, USA
-Umlaufwasserbad Haake DC1/ B3 Haake, Karlsruhe

-UV WinLab Software

Perkin Elmer, Uberlingen

-UV/ VIS Spektrometer Lambda 14

Perkin Elmer, Uberlingen

-UV-Tisch + CSC-Kamer

Raytest, Berlin

-Vortex Genie 2

Scientific Industries, USA

~Waage BL 150

Sartorius, Goéttingen

-Wasserbad GFL 1083

Gesellschaft fur Labortechnik, Burgwedel

-Whatmann 3MM Chromatographiepapier

Biometra, Gottingen
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2.2. Methoden

2.2.1. Sterilisation von Materialien und L 6sungen

Einmalartikel fur die Zellpréparation sowie Zellkultur wurden steril verpackt gekauft.
Hitzebestandige Glass und Plastikmaterialien sowie Ldésungen wurden durch
Autoklavieren bei 120°C sterilisiert. Nicht hitzebestandige Losungen konnten sterilfiltriert
werden, wobei sich die eingesetzten Sterilfilter von 0,45 pm oder 0,2 pm Porenweite nach

Grad der Sterilitét und Konsistenz der Lésungen richteten.
2.2.2. Splitten und Kultivierung von Tumor zelllinien

Die Tumorzelllinien wurden in 58 cm? Kulturflaschen in DMEM ("Dulbeccos's minimal
essential medium”) mit 10 % FKS und 1 % Penicillin/Streptomycin bei 37°C, 5 % CO,
und 95 % Luftfeuchte kultiviert. Die Zellaussaat erfolgte in einer Dichte von 20.000-
30.000 Zellen pro cm?, Mediumwechsel erfolgte dreima pro Woche. Bel Erreichen von
80 % konfluentem Wachstum (etwa alle 7-10 Tage) wurden die Zellen durch Inkubation
mit Trypsin/EDTA-L6sung (0,05 % / 0,1 % in PBS) abgelost und subkultiviert. Fir
Induktions-Experimente wurden 10 cm? bzw. 21 cm? Kulturschalen verwendet und die
Zéellen in einer Dichte von 50.000 Zellen pro cm? ausplattiert. Alle Inkubationsansétze
wurden bei 80 % subkonfluentem Wachstumsstadium (3. oder 4. Kulturtag) durchgefihrt.

PBS: 136 mM NaCl; 2,68 mM KCI; 8,2 mM NaHPO,; 1,47 mM KH,PO4; pH 7,4

2.2.3. Isolierung von All-Zellen der Rattenlunge

Die All-Zdl-1solierung erfolgte in Anlehnung an die von Daobbs et al. 1986 beschriebene
und von Richards et a. 1987 modifizierte Methode. Die gesamte Isolation wurde unter
sterilen Bedingungen durchgefuhrt und dauerte im Mittel 5h. Mit Ausnahme der Enzyme
wurden alle Losungen eisgekihlt eingesetzt und die Petrischalen mittels einer eigens
angefertigten, in die Sterilbank eingelassenen Kihlkammer auf 4°C temperiert. Samtliche
Zentrifugationen wurden bei 4°C durchgefihrt. Die in der Isolation verwendete DMEM-
Losung wurde zur Protektion der Zellen mit 3% Rinderserumalbumin versetzt. Eine
Ubersicht der durchgefiihrten Isolationsschritte gibt die Abb. 6.
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Freipréparation der Lunge
i
Kapillarperfusion in situ (PBS)
! - Erythrozyten

Alveolarlavage (PBS)

L - Leukozyten
Partielle enzymatische Digestion - Alveolarmakrophagen
(0,25 % Trypsin)

. - Interstitielle Zellen

M echanische Mikrodissektion

i

DNAse Inkubation und Netzpassage - Bronchiolare Zeflen

i

Diskontinuierlicher Percollgradient

- Makrophagen
- Fibroblasten

. . . . L - Endothelzellen
Differenzidle Adhérenz in Primarkultur

- Al-/Clarazéllen
!

- andere Lungenzellen

Zellaussaat
- Makrophagen

- Fibroblasten

Abb. 6: Schematische Darstellung der Isolierung von All-Zellen aus pulmonalem Gewebe
von Ratten.
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Vor Operationsbeginn wurden die Tiere durch Injektion von Pentobarbital-Na
(intraperitoneal, 50 mg/kg Rattengewicht) narkotisiert. Die anschlieflende Gabe von
Heparin (2500 1.E./kg) diente der Verhinderung einer intraoperativen Blutgerinnung.
Anschlief3end erfolgte die Darstellung der Trachea, eine Tracheotomie und die Einbindung
eines Katheters. Nach Ertffnung des Brustkorbes wurde die Lunge tber den Tracheal-
katheter mit 60x 1,2 ml Luft pro min ventiliert. Nach der Thorakotomie wurde ein
weiterer Katheter durch eine Inzision in der rechten Herzkammer in den Truncus
pulmonalis platziert. Der Katheter wurde fixiert und die Lunge sofort mit kalter PBS-
Losung perfundiert. Anschlief3end wurden die linke Herzkammer und der linke Vorhof
entfernt. Durch stumpfe Préparation erfolgte die Mobilisierung der Lunge und der Trachea
en bloc.

Nach Isolierung der Lungen wurden die Lungenprdparate in ein mit eiskalter PBS-L6sung
gefilltes Plastikzentrifugenrohrchen Uberfihrt und Gber den Trachealkatheter an einen
Adapter im Verschlussdeckel des Rohrchens gehdngt. Um ein Kollabieren der
Lungenfligel zu vermeiden, wurden Uber den Adapter mit einer aufgesetzten Spritze ca
6 ml PBS-Losung ingtilliert. Zur Entfernung von Makrophagen und Leukozyten erfolgte
eine Alveolarlavage. Dazu wurden die Lungen tUber den Trachealkatheter dreimal mit je 8
ml PBS-Puffer gefullt und wieder entleert. Anschlief3end wurden die Lungen in ein neues
Réhrchen Uberfuhrt und in einem Wasserbad bei 37°C fur zweimal 15 min mit jeweils 7 ml
Trypsinlosung inkubiert. Nach Inkubationsende wurden die Lungen wieder in eine mit
kalter PBS gefiillte Petrischale Uberfihrt und mit 10 ml eiskalter Trypsininhibitor-L&sung
gefillt. Trachea, Bronchien, Osophagus und verbliebenes Myocard wurden entfernt und
die einzelnen Lungenlappen voneinander separiert. Die sich anschlieffende Mikro-
dissektion des Gewebes wurde unter 4-6facher Vergréf3erung und Verwendung zweier
Mikropinzetten vorgenommen. Dabei wurden von dem am Bronchialgewebe gehaltenen
Lungenlappen kleinere Gewebestlickchen abgezupft, Bronchial- und Bindegewebe wurde
verworfen.

Das auf der Oberflache aufschwimmende Alveolargewebe wurde mit einer
abgeschnittenen Transferpipette in 20 ml vorgewarmte DNase (Deoxyribonuklease) 250
Losung Uberfuhrt und fur 10 min bel 37°C auf einem Rotationsschittler bei 100 U/min
inkubiert. Um eine endgultige Gewebelyse zu erreichen, schloss sich eine zweimalige
Netzpassage der Zellaggregate durch Nylonnetze der Porengréf3e 250 um und 60 um an,
bei der zum Verreiben des Gewebes die Schultern von 10 ml Glaspipetten verwandt

wurden. Wahrend der Netzpassage wurde DMEM-LOsung zugegeben, die resultierende



Material und Methoden 36

Zellsuspension 8 min bei 140 g zentrifugiert und die Zellen erneut in 10 ml DMEM-
Losung aufgenommen. Zur Aufreinigung der All-Zellen wurden zwei diskontinuierliche
Percolldichtegradienten mit je 5ml der Suspension Uberschichtet und fir 30 min ohne
Bremse bei 250 g zentrifugiert. Anschlief3end wurden die sich zwischen den beiden
Percolldichten als weil3er Ring darstellenden All-Zellen unter Kaltlicht mit einer 1 ml-
Spritze mit aufgesetzter Kanile abgesaugt und in 3 ml DNase 50 plus 5 ml DMEM-L 6sung
resuspendiert. Nach Zentrifugation fir 8 min bei 140 g wurde der Uberstand dekantiert und
das All-Z€ll-Pellet in 5 ml Medium aufgenommen.

PBS ohne Ca/Mg (10fach) 1,38M NaCl
27 mM KCI
80 mM NaHPO,
15mM KH,PO4

Autoklavierung der 10-fach konzentrierten Stammlésung und Einstellung des pH-Wertes
(7,4) nach Versetzen mit Ca®" /Mg**

PBS mit Ca/Mg (pH 7.4): 138 mM  NaCl
2,7mM  KCl
8,0mM  NaHPO4
1.5mM  KH2PO4
05mM  MgCl; x 6 H,0O
09mM  CaCl;x 2H,0

Sterilfiltration der Lésung durch einen 0,2 um Filter

DMEM-L 6sung: 0,99 % (w/v) DMEM
11 mM NaHCO3
10 mM HEPES
3 % (W/v) Rinderserumalbumin
50 I.E./ml Penicillin/Streptomycin

DMEM-L6sung wurde mit 1 M HEPES-Puffer (pH 7,4) versetzt. Die L6sung wurde vor
Zugabe von Penicillin/Streptomycin durch einen 0,45 um Filter sterilfiltriert. Vor dem



Material und Methoden 37

Sterilfiltrieren wurden 5 ml der sterilen, gebrauchsfertigen Penicillin/Streptomycin Lésung
(10000 I.E./ml) in der Flasche vorgelegt. Die fertige LGsung wurde bei 4°C gelagert und

vor Gebrauch in 5 ml Portionen aliquotiert.

Trypsin (0,25 %): Trypsin wurde gebrauchsfertig in Losung bezogen, in Aliquots aufgeteilt
und bel -20°C gelagert.

Trypsininhibitor: 500 mg Trypsininhibitor wurden in 100 ml DMEM-L6sung gel6st, durch

0,45 pm Filter sterilfiltriert und in je 20 ml aliquotiert (Lagerung bei -20°C).
DNase 250: 75 % (VIV) PBS mit Ca®*/Mg**
0,025 % (w/v) DNase
25 % (vIv) Fetales Kalberserum
10 I.E./ml Penicillin/Streptomycin

Nach Lésen der DNAse in PBS mit Ca®*/Mg* und Sterilfiltration der Lésung durch 0,45
pHm Filter erfolgte die Zugabe von sterilem fetaden Kdaberserum und
Penicillin/Streptomycin (Lagerung in 20 ml Aliquots bei -20°C).

DNase 50: 20 % (vIv) DNase 250
60 % (V/V) PBS mit Ca®*/Mg**
20 % (v/v) Fetales Kalberserum
10 I.E./ml Penicillin/Streptomycin

Lagerung in 4 ml Aliquots bei -20°C

Percoll (hohe Dichte, pH 7,4): 61,28 % (v/v) Percoll

9,44 % (v/v)  PBS ohne Ca®*/Mg?*

4,72% (viv)  Fetaes Kadberserum

Percoll (niedrige Dichte, pH 7,4): 25,90 % (v/v) Percoll

9,52 % (v/v)  PBS ohne Ca®'/Mg?*
4,76 % (v/v)  Fetdes Kéberserum

Die Percoll-L6sungen wurden auf einen pH-Wert von 7,4 eingestellt, durch 0,45 um Filter
steril filtriert, zu je 10 ml aiquotiert und bis zum Gebrauch bei 4°C gelagert.
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All-Medium: Endkonzentrationen Stamml 8sungs-

konzentrationen

12,11 g/l DMEM / HAM F-12

29 mM NaHCO3

10 I.E./ml Penicillin/Streptomycin

3% (viv) Fetales Kalberserum

0,5 %o (W/V) Humantransferrin 5mg/ml
4,75 pM 3,3,5-Triiodo-L-thyronin 95 nM

50 nM Na-Selenit 5mM

50 nM Hydrocortison 2mM

10 mM HEPES 1M (pH 7,4)
0,5 %o (W/V) Insulin 1 mg/mi

DMEM / HAM F-12 Fertigpulver wurde in 800 ml bidestilliertem H,O geldst, mit
NaHCO3; und HEPES StammlGsung versetzt, mit bidestilliertem H,O auf 970 ml
aufgefdllt, durch 0,2 um Filter sterilfiltriert, portioniert (50 bzw. 100 ml) und bis zum
Gebrauch bei 4°C gelagert. Von den Supplementierungen wurden jeweils Stammldsungen
hergestellt, die angegebenen Volumina zusammenpipetiert und in Aliquots aufgeteilt. Das
fetale Kélberserum wurde in 1,5 ml und 3 ml Portionen aiquotiert und bei -20°C gelagert.
Vor jeder Zellaussaat wurden 48 ml der DMEM/HAM F-12-Lésung mit 355l des

Supplementcocktails und 1,5 ml des fetalen Ka berserums versetzt.

Differenzielle Adharenz

Fur die weitere Aufreinigung der isolierten Zellen wurde ausgenutzt, dass All-Zellen eine
im Vergleich zu Makrophagen und Fibroblasten verzégerte Adhérenz aufweisen. Fir die
differenzielle Adhérenz wurden die pro Préparation isolierten Zellen in 5 ml All-Medium
in einer unbeschichteten 58 mm Kulturschale ausplattiert und fur 1 h inkubiert (5 % CO,,
95 % Luft, 37°C, H,O-Séttigung). Nach Abnehmen der Uberstehenden Suspension mit den
nicht adhérierten Zellen erfolgte die Bestimmung von Anzahl und Anteil vitaler Zellen

(Fuchs-Rosenthal-Zahlkammer). Nach Zugabe eines aquivalenten Volumens einer
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0,25 %igen Trypanblaulésung zu der Zellsuspension konnten dabel zwischen lebenden
Zellen (ungefarbt), toten Zellen und Zelltrimmern (blau) unterschieden werden.

2.2.4. Kultivierung von All-Zellen

Unter Standardbedingungen wurden die Polystyrol-Petrischalen zur Kultivierung der All-
Zellen mit aus Rattenschwéanzen gewonnenem Typ | Kollagen beschichtet. Dazu wurde die
kommerziell verfugbare Kollagen-L6sung mit sterilfiltrierter Essigsaure (0,02 %) auf eine
Konzentration von 1 mg/ml eingestellt und 40 ul pro 35 mm Kulturschale mit einem
sterilen Glasspatel verteilt. Die Kulturschalen wurden vor der Zellaussaat unter der
Sterilbank getrocknet. Routineméaldig wurden die aus der Praparation zweier Versuchstiere
gewonnenen Zellen in All-Medium verdinnt. Zur Zellaussaat wurden je 2,5ml
Zellsuspension pro 35mm Kulturschale ausgesit (Zelldichte: 0,3 x 10°- 0,4 x 10°
Zellen/cm?) und die Zellen durch leichtes Schwenken gleichméaRig auf der Kulturschale
verteilt. Die Inkubation erfolgte bei 37°C, 5% CO,, 95 % Luft und H,O-Séttigung. Der
Medienwechsel erfolgte aller 24 h. Nach Beendigung der gewiinschten Kulturdauer oder
Effektorbehandlung wurde das Medium entfernt. Die Zellen wurden entweder sofort der
RNA- bzw. Protein-1solierung zugefihrt oder in flissigem Stickstoff schockgefroren und
bei -80°C gelagert.

2.2.5. Gewinnung und Kultivierung von normalen humanen Bronchialepithelzellen

und Lungenparenchymzellen

Durch Vorarbeiten von Herrn Thomas Stock (Etablierung der Kultivierungsmethode) und
Frau Dr. Dorothee M. Runge (erste Anwendungsversuche), wurde die Methode der
Kultivierung normaler humaner Bronchiaepithelzellen (NHBEZ) und peripherer Lungen-
zellen (PLZ) (modifiziert nach Lechner und La Veck, 1985) im Ingtitut fir Umwelt-
toxikologie etabliert.

Die Bronchus- und Lungen-Resektate stammen von Lungenteilresektionen. Sofern ein
Tumor den Resektionsgrund darstellte, wurde nach pathologischer Begutachtung nur
gesundes Gewebe distal des tumordsen Bereiches gewahlt. Die Organstiicke wurden nach
der Entnahme mehrmals mit kalter PBS gewaschen und gekihit in L-15-Puffer
transportiert. Der Bronchusbaum wurde vom Ubrigen Lungengewebe mechanisch, mittels
Scheren und Pinzetten, unter sterilen Bedingungen getrennt und gesaubert. Der Bronchus
und das Lungengewebe wurden in ca 0,2 - 0,5 cm? grof3e Stlicke geteilt. Die so erhaltenen
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Gewebestiicke wurden auf beschichteten Kulturschalen (Kollagen 2 %; Fibronektin 1 %;
Rinderserumalbumin 0,1 % in L15-Medium) ausgebracht. Nach einer Antrocknungszeit
von 5 Minuten wurde serumfreies Medium hinzugegeben. NHBEC-Kulturen erhielten
epith-o-ser Medium (10 pg/ml Insulin; 0,205 pg/ml Dexamethason; 10 pg/ml IGF; Rinder-
Epiphysenextrakt). Die Zellen der peripheren Lunge wurden in AECG-Medium (0,4 %
Rinderhypophysenextrakt; 0,5 ng/ml EGF;, 5 pg/ml Insulin; 0,5 pg/ml Hydrocortison;
0,5 pg/ml Epinephrin; 6,7 ng/ml Triiodothyronin; 10 pg/ml Transferrin; 0,1 ng/ml
Retinolsaure) kultiviert. Der Medienwechsel erfolgte zweimal wdchentlich.

Nach zwel bis drei Wochen zeigte sich ein subkonfluenter (80 - 90 %) Zellrasen
(1. Generation). Die Gewebestiicke konnten zum Auswachsen weiterer Generationen
mehrmals auf neue Kulturschalen umgesetzt werden, PLZ-Monolayer konnten
enzymatisch abgelost und passagiert werden. Zum Passagieren wurde der Detach-Kit
(Promo Cell, Heidelberg) verwendet.

Gewebeabschnitte Stiicke des Bronchial- oder Lungengewebe
aus Resektionen werden auf Kulturschalen aufgel egt
1-2 Stunden 2-4Woch 1.Generation
—>@@ —» AT N | — | > Passage
3 5 80% Konfluenz
Al °
( < =  Gewebestiickchen werden mittels Pinzette

=9 = auf neue Kulturschalen transferiert

= .
2.Generation

Y gas oo > e

> /ﬁ
. e
3.Generation =

Abb.7: Schema der Gewinnung von Auswachskulturen normaler humaner
Bronchialepithelzellen und L ungenpar enchymzellen aus Resektionsmaterial
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2.2.6. All-Z€ell-Char akterisierung

Um einen morphologischen Nachweis Uber die Reinheit der All-Zellkulturen zu fhren,
wurden die charakteristischen osmiophilen Lamellenkorperchen in den Zellen mittels
Osmiumtetroxid-Tanninsdure-Farbung nach Mason et al. (1995), nachgewiesen. Wahrend
sich die Lamellenkdrperchen der All-Zellen durch diese Féarbung als schwarze Punkte im
Lichtmikroskop darstellen, werden eventuell cokultivierte Fibroblasten sowie Makro-
phagen nicht angefarbt. Zur Farbung war es notwendig, die kultivierten All-Zellen nach
72 h Kultur mit 1,5 % Glutaraldehyd-Ldsung (in PBS) fir 15 min zu fixieren. Die Kulturen
wurden anschlief3end 2 x mit PBS gewaschen und mit 1 % Osmiumtetroxid (in PBS) fir
1,5 h inkubiert. Nach erneutem 2 maligem Waschen mit PBS, wurden die Zellen fur 12 h
einer Inkubation mit frisch angesetzter Gerbséaureldsung (1 % in PBS, pH 6,8) unterzogen.
Nach diesem Farbeschritt wurde 2 x in PBS und 2 x in destilliertem Wasser gewaschen
und die Praparate in 0,1 % Natriumazid (in H,O) aufbewahrt. Die Zellen konnten unter

dem Lichtmikroskop beurteilt und zur Dokumentation fotografiert werden.

2.2.7. Charakteriserung der NHBEZ- und PLZ-Kulturen

Die eindeutige Charakterisierung dieser Epithelzellkulturen erfolgte mittels immunhisto-
chemischer Methoden. Dazu wurden die Kulturen mittels Antikdrpern gegen CD 68
(Monozyten und Makrophagen), Desmin (Muskel), LCA (T-Zellen, Leukozyten), SMA
(Fibroblasten), Vimentin (Mesoderm) und die Zytokeratine 7, 8/ 18 und 19 (Epithelium)
untersucht (Frau Dr. C. Taege, Institut fur Pathologie).

Die Zellkulturen wurden in Chamber Slides (Nunc, Wiesbaden) kultiviert. Nach Fixierung
mit 70 %igem Ethanol (5 min) erfolgten die Inkubationen mit den priméren (50 min, RT)
und den Biotin-gekoppelten sekundéren Antikorpern (30 min, RT). Zur Visuaisierung
wurden die Zellen mit Avidin-Biotin-Komplex-Reagenz (30 min, RT) und
Aminoethylkarbazol inkubiert. AbschlieRend erfolgte eine Hematoxilin-Gegenféarbung.

Zwischen den einzelnen Schritten wurde mit PBS gewaschen.
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2.2.8. Kollagengelher stellung

Um den Einflul von Kultur- und Matrixbedingungen zu untersuchen wurden die Zellen
zusétzlich zu den Normalbedingungen (s.0.) auf Kollagengelen und auf Filterinserts mit
Kollagengelen ausgesét. Das Herstellen der Gele erfolgte nach Herstellervorschrift (Serva,
Heidelberg). Dazu wurden 10fach konzentriertes Medium mit 0,34 M NaOH (Verhdtnis
2:1) versetzt und davon 0,4 ml mit 1,7 ml Kollagenlésung (2 mg/ml) gemischt und auf eine
21 cm? Kulturschale gegeben. Das Gel wurde zum Festwerden 30 min im Brutschrank
inkubiert. Vor Gebrauch wurde 24 h mit Medium dialysiert. Fur die Filterinserts wurde der
Flache entsprechend weniger Gel angesetzt. Eine Ubersicht der verschieden
Kulturbedingungen gibt Abb. 8.

Kultur auf Plastikoberfléchen - Medium  —
(Lungentumorlinien A549, H358, H322)

Zellen
Kultur auf beschichteten Schalen _ Medium _

oder auf Kollagengel W
(Epithelzellen: NHBEC, PLC, All-Z€llen) P4

Zellen  Beschichtung/Gel

Kultur auf Kollagengel-Filterinserts apikale Luftexposition
(Speziamethode fur Lungenpithelzellen: N

zB. All-Zellen) Moglichkeit der
Aufrechterhaltung und Wiedergewinnung

der Morphologie und lungenspezifischer Zdlen”© cd Medium
Funktionen (z.B.Surfactantproduktion (basal)
von All-Zellen)

Abb. 8: Uberblick tUiber verwendete Zellkulturmethoden
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2.2.9. Elektronenmikroskopie

Um weitere Rlckschlisse auf die Morphologie der Kulturen zu erhalten, wurden
elektronenmikroskopische Aufnahmen der Zellen angefertigt (Fr. Dr. D.B. Stolz, Fach-
bereich Zdlbiologie, Universitdt Pittsburgh, PA). Dazu wurden die auf beschichteten
Kammerdeckgl&sern kultivierten Zellen mit PBS gewaschen und tber Nacht bei 4°C mit
2,5 % Glutaraldehyd in PBS fixiert. Nach einstindiger Inkubation mit 1 % Osmium-
tetroxid in PBS erfolgten Aufnahmen (80 kV) mit einem JOEL JEM 1210
Elektronenmikroskop.

2.2.10. Behandlung der Zellkulturen

Fur die Expositionsversuche wurde eine 100 mM PQ-Stammldsung (in 0,8 % NaCl)
hergestellt, kiihl und dunkel gelagert. Die Herstellung einer 100 mM Wasserstoffperoxid-
|6sung erfolgte erst kurz vor Versuchsbeginn aus einer 30 %igen Losung.

Die Stammldosungen wurden den Kulturmedien zum Erreichen der gewinschten
K onzentrationen zugegeben.

2.2.11. Bestimmung der Zytotoxizitat

Als Zytotoxizitdts- bzw. Vitditétsnachweis diente der MTT-Test (Carmichael, 1987;
Gerlier, 1986; Moosmann, 1983). Er basiert auf der Umwandlung des schwach gelben
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-tetrazolium-bromids (MTT) durch mitochon-
driale Dehydrogenasen zum dunkelblauen, Wasser-unléslichen Formazan. Die
Farbstoffbildung ist der Aktivitat der Dehydrogenasen und damit der Uberlebensrate der
Zellen proportional. Hierbel kann jedoch nicht zwischen der Gesamtreaktion einer
Zellpopulation und der Reaktion einzelner Zellen der Population unterschieden werden.

Nach Abnahme des Mediums und zweimaligem Waschen mit PBS wurden die Kulturen
mit MTT-L6sung (0,7 mg/ml in PBS) fur 30 min im Brutschrank inkubiert. Dem Entfernen
der Uberstande und dem zweifachen Spillen mit PBS folgte das Losen des gebildeten
blauen Formazans aus den Zellen mit einem Gemisch aus Isopropanol/ Ameisensdure
(19:1). Nach Abzentrifugieren der Zelltrimmer wurde die Extinktion bei 570 nm gegen

Isopropanol / Ameisensdure vermessen (Dreichfachbestimmungen).
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2.2.12. HPL C-Analytik von Malondialdehyd

Maondialdehyd (MDA) im Kulturmedium wurde mittels einer modifizierten HPLC-
Methode nach Drapper et a. (1993) bestimmt. Die Medienlbersténde wurden mit 25 mM
Phosphatlésung, einer geséttigten Thiobarbitursdure-Lésung (100 mM) und 0,2 %
Butylhydroxytoluol versetzt und 30 min bei 93°C inkubiert. Nach Abkihlen der Probe
wurden jeweils 20 pl bel Raumtemperatur auf eine Nova Pak C18 Stahl-Séule (3,9 x 150
mm, 4 um PartikelgroRke) aufgetragen. Der TBS-MDA Komplex wurde mit einer mobilen
Phase aus Acetonitril (20 %) und Tetrahydrofuran (9,6 %) in Phosphat-Losung (5 mM,
pH 6,7) bei 553 nm mittels Reversed-Phase-HPL C quantifiziert. Die Retentionszeit betrug
3,10 - 3,20 min. Tetrahydropropan diente als Standard.

HS OH S OH OH SH
YN C‘IHO NN /N\(
2 + — + 2H,0
N | ¢H2 Ne_ J=CH-CH=CH—_ N 2
CHO
OH OH OH
TBA MDA TBA-MDA

Abb. 9: Nachweisreaktion von Malondialdehyd (MDA). Prinzip der Bestimmung mittels
HPLC, Thiobarbitursdure (TBA) + MDA zum TBA-MDA Far bstoffkomplex.

2.2.13. Quantitative Par aquatbestimmung im Kulturmedium

Der Nachweis wurde in Abwandlung einer einfachen spektrophotometrischen Methode
durchgefuihrt, welche in der klinischen Toxikologie zur Quantifizierung von PQ in
K orperflUssigkeiten Verwendung findet (Daldrup et a., 1995; Kneipil, 1977). Das Prinzip
basiert auf der Messung des PQ-Radikals, das nach Zugabe eines Reduktionsmittels unter
alkalischen Bedingungen stabilisiert wird. Als Reduktionsmittel dient Natriumdithionit.
Zum Luftabschluss wurde Hexan Uber die Proben geschichtet. Die Reduktionsmittell6sung
(1% Natriumdithionit in 0,1 mM Natronlauge) wurde immer erst kurz vor Gebrauch
hergestellt und auf Eis gehaten. Als Extraktionsmittel und zur Protein-Denaturierung
diente ein Gemisch aus 80 % Chloroform und 20 % Ethanol (96 %). In ein 2 ml
Reaktionsgefald wurden zu 1 ml Probe 750 pl Extraktionsmittel pipettiert und kréaftig
geschttelt. Anschlief3end wurden ca. 0,5 g Natriumthiosulfat-5-hydrat zugegeben und so
lange intensiv geschittelt bis sich das Salz vollstandig gelost hatte. Nach Zentrifugation
bei 2.000 g fir 10 min wurden 200 - 600 ml vom Uberstand in eine Quarzkivette

Uberfihrt. Das Kuvettenvolumen (1 ml) wurde mit Natriumdithionit-Losung aufgefillt,
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kurz verrihrt und sofort mit Hexan (100 pl) tberschichtet. Die Extinktion wurde bei 396
nm gegen den Reagenzienleerwert Medium ohne PQ vermessen. Zur Erstellung einer

Eichgerade dienten verschiedene PQ-K onzentrationen im Medium.

2.2.14. RNA-Isolierung

Gesamtzellulére RNA wurde nach einer Modifikation der Methode von Chomczynski und
Sacchi (1987) mittels Phenol-Chloroform-Extraktion unter Verwendung des Trizol-
Reagenz isoliert. Zur Isolierung wurden in der Regel ca. 100 mg Gewebe, 5 bis 15
Millionen frisch isolierte Zellen oder kultivierte Zellen einer 35 mm Petrischale elngesetzt.
Soweit nicht anders angegeben erfolgten die einzelnen Isolierungsschritte bei
Raumtemperatur unter ausschliefdicher Verwendung RNase-freier L6sungen und
Materialien.

Gewebematerial wurde zunachst in flussigem N, in einer Porzellanschale mit einem
MoOrser zerkleinert und unter sofortiger Zugabe von 1 ml Trizol-Reagenz in ein 2 ml
Reaktionsgefald Uberfuhrt. Kultivierte Zellen wurden nach Zugabe von 1ml Trizol-
Reagenz pro 10 cm? Kulturflache durch mehrmaliges Pipettieren der Lésung abgel 6st und
ebenfalls in ein 2ml Reaktionsgefald Gberfihrt. Zur Isolierung von RNA aus frisch
isolierten Zellen wurde die bei -80°C gelagerten All-Zell/Trizol-Reagenz-Aliquots
eingesetzt.

Die Proben wurden zur vollstdndigen Lyse 5min bel Raumtemperatur inkubiert,
anschlief?end mit 200 pl Chloroform versetzt und 15 s durchmischt. Zur Phasentrennung
wurden die Proben weitere 2 - 3 min inkubiert und danach bei 12000 g und 4°C fir 15 min
zentrifugiert. Die obere, wassrige, RNA-enthaltende Phase wurde vorsichtig abgenommen
und in ein neues steriles Reaktionsgefal Uberfhrt, die untere phenolische Phase sowie die
Zwischenphase fir die Proteinisolierung bei —20°C aufbewahrt. Die wéssrige Phase wurde
zur RNA-Féllung mit 0,5ml Isopropylalkohol versetzt, durchmischt und fuor 10 min
inkubiert. Nach der sich anschlief3enden Zentrifugation (12.000 g, 4°C, 10 min) wurde der
Uberstand vorsichtig mit der Pipette abgenommen und das Pellet zweimal mit 1 mi
75 %igem Ethanol gewaschen. Nach Zentrifugation (10.000 g bei 4°C fur 5 min) wurde
der Uberstand entfernt, das Pellet fir ca. 10 min an der Luft getrocknet. Die Gesamt-RNA
wurde je nach Menge und Ausgangsmaterial in 20 - 40 ul DEPC-H,0, aufgenommen und
abschlieffend fur 10 min bel 60°C inkubiert. Die Lagerung erfolgte bei sofortiger

Welterverarbeitung auf Eis, oder bel -80°C.
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Zur Konzentrationsbestimmung wurden 5 pl RNA-Probe auf 1 ml mit DEPC-H,O
verdinnt und die Extinktion bei 260 nm und 280 nm bestimmt. Der Quotient 260 nm /
280 nm diente zur Qualitatskontrolle der Préparation und lag zwischen 1,8 und 2. Die
Konzentration der RNA ergab sich aus der optischen Dichte bei 260 nm (1 OD2gonm = 40

g/ mi).

2.2.15. Reverse Transkription und PCR

Vor der Reversen Transkription wurden je 2 ug Gesamt-RNA fur 30 min bel 37°C mit
RNase-freier DNase (1 unit/ ug RNA) inkubiert (10 pl Ansatz: 40 mM Tris HCI pH 8; 1
mM MgSOg4; 1 mM CaCl,. Der DNA-, Verdau“ wurde durch Zugabe von 1 ul Stop-Puffer
(20 mM EGTA, pH 8,0) und Behandlung fur 10 min bel 65°C beendet. Zur Probe wurden
anschlieffend 500 ng Random-Hexamere gegeben und fir 5 min bel 70°C inkubiert. Nach
Zugabe von 5x Reaktionspuffer (50 mM Tris HCI, pH 8,0; 75 mM KCI, 3 mM MgCl,, 10
mM DTT) und dNTP-Mix wurde die cDNA-Synthese bei 37°C fir 60 min durchgefthrt
und bei 94°C fur 5 min beendet. Die so erhaltene cDNA wurde als Template fur die PCR
verwendet. Zur Amplifikation wurden 10 pl 1 : 5 verdinnter cDNA eingesetzt. Der
Reaktionsansatz bestand aus 50 pl (110 mM Tris HCI (pH 9,0), 50 mM KCI, 0,1%
Triton®-X-100, 1,5 mM MgCl,, je 200 uM dNTP, 500 nM Primer und 1,2 Units Tag-
DNA-Polymerase).

Zielgen Fragmentgrofe | Annealing- Temperatur Zyklenanzahl
MDR1-human 167 bp 55°C 35-40
MRP-human 613 bp 55°C 28-30
LRP-human 405 bp 55°C 27-30
[-Aktin-human 196 bp 55°C 22-25
mdr1b-Ratte 325 bp 55°C 30
[3-Aktin-Ratte 630 bp 58°C 24

Tab. 4: PCR-Bedingungen der einzelnen Zielgene je nach Z€lltyp.

Die PCR begann mit einer initialen Denaturierung bei 94°C fir 1,5 min gefolgt von 22 - 40
Zyklen von jeweils 30 s Denaturierung (94°C), 30 s Annealing (Bedingungen s.u.) und
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45 s Elongation (72°C). Nach dem letzten Zyklus wurde eine 15 mindtige Inkubation bei
72°C durchgefihrt.

Die Auftrennung der PCR-Produkte erfolgte mittels 2% bzw. 3%igen Agarosegelen mit
TBE als Laufpuffer. Nach Anférbung mit Ethidiumbromid wurden die Gele mit einer

Kamera aufgenommen und densitometrisch (Programm TINA 2.09) ausgewertet.

2.2.16. Gesamt-Protein-Isolierung

Die Isolierung des zelluldren Gesamtproteins erfolgte aus der nach der RNA-Isolation
zurlckbehaltenen phenolischen Phase. Sofern nicht anders angegeben, wurden alle
Zentrifugationsschritte bei 4°C ausgefihrt. Vor der Proteinisolierung wurde die ebenfalls
in der Loésung enthaltene DNA durch Zugabe von 300 ul Ethanol (100 %ig) und
2 - 3minitiger Inkubation ausgeféllt. Die Proben wurden 5 min bel 2.000 g zentrifugiert
und der Uberstand nach Uberfilhren in ein neues Reaktionsgefald mit 1,5 ml 1sopropanol
versetzt. Die Proben wurden 10 min inkubiert und das ausgefallene Protein 10 min bei
12.000 g abzentrifugiert. Zur Reinigung wurden zum Proteinpellet 2ml einer 0,3 M
Guanidinhydrochloridlésung in 95 %igem Ethanol gegeben. Anschlief3end wurden die
Proben fir 20min inkubiert und 5min bei 7.500g zentrifugiert. Waschen und
Zentrifugation wurden noch zweimal wiederholt und das gereinigte Pellet mit 2 ml Ethanol
versetzt, 2min inkubiert, mittels Vortex-Mixer durchmischt und 5min bei 7.500 g
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Pellet unter Vakuum getrocknet und je
nach Gréfe in 30 - 150 pl 1 %igem SDS geldst. Die Proben wurden fir 10 min bei 50°C
inkubiert und durch Zentrifugation (10 min bei 7.500 g) von unldslichen Bestandteilen

gereinigt.
2.2.17. Préparation von Zellmembranen

Fur die Praparation der Plasmamembranen wurde eine differenzielle Ultrazentrifugation
nach Simpson et al. (1983) durchgefihrt. Dazu wurden die kultivierten Zellen mit steriler
PBS-Losung gewaschen, die Schalen in flissigem Stickstoff schockgefroren und bel —
80°C bis zur Aufarbeitung gel agert.

Zuerst wurden die Zellen homogenisiert. Dabei wurden diese mit 3 x 3 ml eiskaltem TES-
Puffer (mit PM SF) abgeschabt und in ein 30 ml Homogeni sationsgefald Uberfuhrt.

Das Volumen wurde mit TES-Puffer auf 20 ml erganzt und durch jeweils 10 Hibe bei

1400 U/min mit einem Teflonpistill aufgeschlossen. Die erhaltenen Homogenate wurden
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bei 4°C mit 17.000 g 30 min zentrifugiert (Festwinkelrotor Ti 70) und der Uberstand
(Mikrosomen-enthaltende zytoplasmatische Fraktion) abgenommen. Das Sediment,
welches die Plasmamembranen, Zellkerne und Mitochondrien enthdlt, wurde nach
Resuspensionin 2 ml TES-Puffer in ein 2 ml Wheaton Homogeni sationsgefal} tberftihrt
und durch 12 Hibe bei 2.000 U/min homogenisiert. Nach dem Spulen von Glasgefald und
Pistill (1 ml TES-Puffer, 5 Hube 2000 U/min) wurde das Homogenat auf ein vorgelegtes
38,3 %iges Saccharosekissen aufgeschichtet. Anschlief3end folgte eine Dichtegradienten-
zentrifugation in einem Ti 40 SW Ausschwingrotor (Beckman) fir 1 h bel 4°C mit
100.000 g. Die sich in der Interphase befindliche Plasmamembranfraktion wurde vorsichtig
mit einer Pipette in ein neues Zentrifugenréhrchen Uberfuhrt, mit 4 - 5 ml TES-Puffer
aufgefillt, austariert und ein weiteres Ma 1 h mit 100.000 g bei 4°C zentrifugiert. Das
Resuspendieren des Pdlets erfolgte in  TESPuffer mit  zugesetztem
Proteaseninhibitorcocktail. Anschlief?end wurde fur die Proteinbestimmung ein Aliquot
abgenommen und der Haupttell in flussigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C
aufbewahrt.

TES-Puffer: Saccharosekissen (38,3 %)
254 mM Saccharose (8,7 %) 1,12 M Saccharose

20 mM Tris 20 mM Tris

1mM EDTA 1mM EDTA

1 mM PMSF 1 mM PMSF

pH 7,4 bel 4°C, sterilfiltriert pH 7,4 bel 4 °C, sterilfiltriert

PM SF (gel6st in Ethanol) wurde kurz vor Gebrauch zugesetzt.

2.2.18. Proteinbestimmung

Der Proteingehalt wurde in Anlehnung an die Methode von Lowry et al. (1951) bestimmt.
Je Ansatz wurden 2 - 10 pl Proteinldsung eingesetzt, in einer Einmalkivette mit H,O auf

ein Volumen von 50 pl verdinnt und mit 150 pl 0,1 M NaOH auf ein Gesamtvolumen von
200 pl aufgeflllt. Anschlief3end erfolgte die Zugabe von 1 ml Lowry-Gemisch. Nach
10mindtiger Inkubation bel Raumtemperatur wurden 200ul Folin-Ciocalteus-
Phenolreagenz, welches mit dem gleichen Volumen an bidestilliertem H,O vorverdinnt

worden war, hinzupipettiert, der Testansatz gut gemischt und nach einer Inkubationszeit
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von 30min be Raumtemperatur die Absorption bei 578 nm gemessen. Die
Quantifizierungen wurden jeweils mittels einer paralel bestimmten Konzentrationsreihe
(Human- oder Rinderserumalbumin) geeicht. Fir jede Probe wurde eine Doppel-
bestimmung vorgenommen.

Das Lowry-Gemisch (189 mM Na,CO,, 0,6 mM CuSO,, 0,7 mM Kalium-Natriumtartrat)

wurde vor der Bestimmung frisch hergestellt.

2.2.19. SDS-Polyacrylamidgelelektrophor ese

Zum immunologischen Nachweis im Western-Blot mufdten die Proteine vorher in
SDS-Polyacrylamid-Gelen elektrophoretisch. aufgetrennt werden (Methode nach Laemmli
et a., 1970). Hierfir wurde ein diskontinuierliches Vertikalelektrophoresesystem mit

einem Acrylamidanteil im Gel von 7,5 % verwendet.

Herstellung von vertikalen SDS-Polyacrylamid-Minigelen

Die Gele wurden in der Elektrophoresekammer (Hoefer SE 280, Plattengrof3e 120 x 100
mm) gegossen. Die Verwendung eines Fulgels (1 % Agarose in TBE) verhinderte das
Auslaufen der Gellosung. Nach dreiminttigem Entgasen im Wasserstrahlvakuum wurde
durch Zusatz von TEMED die radikalische Polymerisation der aus den angegebenen
Volumina erstellten Lésung eingeleitet und das Trenngel gegossen. Unmittelbar
anschlieffend wurde das Trenngel mit 0,5 %iger SDS-Losung Uberschichtet. Nach
Auspolymerisation bei RT wurde das SDS mit einer stumpfen Kanile abgesaugt, der
Gelkamm eingesetzt (12-zahnig oder 15-zdhnig; 1,5 mm dick) und das entgaste und mit
TEMED versetzte Sammelgel gegossen. Nach Abschlul® der Polymerisation wurde die
Kammer mit Elektrophoresepuffer gefillt, der Gelkamm gezogen und die Auftragstaschen
mit einer stumpfen Kanlle mehrmals abgesaugt und wieder mit Puffer gefullt.
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Trenngel 8 % Sammelgel 5%
Acrylamidlésung 8 ml Acrylamidlésung 1,66 ml
15M TrispH 8,8  7,5ml 05M TrispH6,8 25ml
bidest. H,O 14 ml bidest. H,O 5ml
10 % SDS 300 pl 10 % SDS 100 pl
10 % APS 15 pl 10 % APS 5l
TEMED 150 pl TEMED 50 ul

HCI diente zur Einstellung des pH-Wertes des Trenn- bzw. Sammel gel puffers.

Probenvorbereitung/ Elektrophorese

Von den Proben wurde jeweils ein 40 g Protein enthaltendes V olumen abgenommen, mit
1 %iger SDS-Ldsung auf ein einheitliches Volumen gebracht und mit Probenpuffer (4 x)
versetzt. Nach 5Smindtiger Denaturierung im Heizblock bei 95°C und anschlief3endem
kurzen Zentrifugieren wurden die Proben mit einer Mikroliterspritze auf das Gel
aufgetragen.  Als  Anhat fir das  Molekulargewicht ~ wurden  immer
Mol ekulargewichtsstandards (Rainbowmarker: 14 - 220 kDa; [32-Makroglobulin: 180 kDa)
mitgefuhrt, die der gleichen Behandlung wie die Proben unterlagen.

Die Vertikal-Elektrophorese wurde mit 15 mA/ Gel (Sammelgel) bzw. nach Ubertritt der
Proteinbanden in das Trenngel mit 25 mA/ Gel unter Verwendung eines einheitlichen
Elektrophoresepuffers durchgeftihrt. Der Probenpuffer wurde aiquotiert bel -20°C
gelagert. Vor Gebrauch wurde er mit Dithiothreitol (Endkonzentration 6 % w/v) versetzt.

Probenpuffer (4 fach, pH 6,8): 200 mM Tris

8 % (w/v) SDS

40 % (w/v) Glycerin

0,04 % (wiv) Bromphenolblau
Elektrophoresepuffer (pH 84) 25mM Tris

190 mM Glycin

0,1 % (w/v) SDS
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Der Elektrophoresepuffer wurde as 10 fache Stammldsung hergestellt und jeweils vor
Gebrauch mit bidestilliertem H,O verdinnt.

2.2.20. Nass-Transfer/ Blot

Gelelektrophoretisch aufgetrennte Proteine sind im Gel fr immunologische Analysen
schwer zuganglich. Daher wurden die Proteine nach der SDS-Polyacryl-
amidgelelektrophorese mittels Nass-Transfer unter Belbehaltung des vorhandenen
Bandenmusters aus dem Gel auf Nitrozellulose-M embranen immobilisiert.

Gele, Schwamm-Pads und die Filterpapierbtégen wurden 10 min im Transferpuffer
eingelegt. Die Membranen wurden in bidestilliertem H,O gespilt und im Transferpuffer
aquilibriert. Beim Schichten des ,, Sandwichs® wurden die Luftblasen mit einer Pipette

ausgerollt. Der Transfer war wie folgt aufgebaut:
Kathode - Spannrahmen — Schwamm - 3MM Filterpapier - Gel -
Membran - 3MM Filterpapier - Schwamm - Spannrahmen - Anode

Der Transfer erfolgte Uber Nacht mit 350 mA unter Kihlung und Pufferumwalzung

(Verhinderung eines Temperaturgradienten).

Transferpuffer: 50 mM Tris, 95 mM Glycin, 0,05 % SDS, 15 % Methanol, pH 8,3

2.2.21. Protein-Farbungen

Nach dem Transfer wurden die Membranen mit Ponceau-S angeférbt und anschlief3end der
Hintergrund mit bidestilliertem H,O von der Membran gewaschen. Die Banden der

Mol ekulargewichtsstandards wurden markiert und die Membranen eingescannt.

Ponceau-S-Farbel 6sung: 0,1 % (w/v) Ponceau-S
40 % (v/v) Methanol
10 % (v/v) Eisessig

Um die Effizienz und Gleichmél3igkeit des Transfers zu tberprufen, wurden die Gele fur
30 min in Coomassie-Blau geféarbt und anschlief3end mittels Entféarber differenziert.

Coomassie-Farbel 6sung 0,25 % (w/v)  Coomassie-Brillantblau R 250

50 % (v/Vv) Methanol

10 % (v/v) Eisessig
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Entférbel dsung: 40 % (v/v) Methanol

7,5 % (VIV) Eisessig

Die Farbel6sungen wurden vor Gebrauch filtriert und die Entfarbel6sung durch Filtration

Uber Aktivkohle regeneriert.

2.2.22. Immunochemischer Nachweisder Proteine

Nach mehrmaligem Waschen der Membranen in Spul-Puffer wurden freie Protein-
bindungsstellen Uber Nacht bei 4°C oder 1 h bei Raumtemperatur in Spul-Puffer + 0,1 %
(viv) Tween 20 + 5 % Magermilchpulver blockiert. Alle folgenden Wasch- und
Inkubationsschritte erfolgten bei RT. Die Inkubation der Membranen mit je 10 ml der
Antikorperlosungen erfolgte unter leichtem Schiitteln eingeschweil3t in Folienbeuteln. Die
abgeséttigten Membranen wurden 2 h mit dem priméaren Antikérper (MRP 1:1500, LRP
1:1000) in Spul-Puffer + 5 % Magermilchpulver inkubiert. Uberschiissige Antikorper
wurden 3 x 5 min mit Spul-Puffer + 0,1 % (v/v) Tween + 1 % Magermilchpulver
abgewaschen. Der sekundare, mit Meerrettichperoxidase (POD) gekoppelte Antikorper
wurde anschlie3end 1 h in einer 1: 5000 Verdinnung in Spul-Puffer + 0, 1 % (v/v) Tween
+ 1 % Magermilchpulver inkubiert.

Vor Behandlung mit dem Peroxidasesubstrat erfolgte en erneutes Waschen der
Membranen (3 x 10 min) mit Spul-Puffer+ 0,1% (v/v) Tween (Horizontalschiittler). Das
Peroxidasesubstrat Luminol und das Cosubstrat H,O, wurden durch Mischung gleicher
Volumina der fertigen Substratliésungen des ECL-Kit zusammengebracht und die
Membran darin 1 min unter leichtem Schwenken inkubiert. Uberschiissige Substratlésung
wurde anschlieffend durch Filterpapier aufgenommen und die Membranen blasenfrel auf
eine Glasplatte gelegt und in Haushalt-Folie eingeschlagen. Die unter enzymatischer
Umsetzung der Substrate auftretende Chemolumineszenz im Bereich der gebundenen
Immunkomplexe konnte durch die Exposition von ECL-Filmen in einer
Autoradiographiekassette detektiert (30 sec bis 1 h) werden. Zur Visualisierung wurden
die belichteten Filme in einer Dunkelkammer entwickelt. Die Filme wurden eingescannt
und die Banden mit Auswertesoftware (TINA 2.09) bearbeitet. Die eingescannten
Membranen (Ponceau-Farbung) dienten als Kontrollen fir eine gleichmaidige Gelbeladung

und zur Relativierung der eingesetzten Proteinmengen.

Spul-Puffer: 20 mM Tris, 150 mM NaCl, pH 7,4
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2.2.23. Auswertung der durchgefuihrten Experimente

Die Experimente wurden, wenn moglich, als Mehrfachbestimmung unabhangig gefihrter
Kulturplatten innerhalb verschiedener Experimente durchgefiihrt. Um Schwankungen der
MRNA- und Protein-Grundexpression zwischen den Versuchen zu relativieren, wurden die
Kontrollwerte jeweils 100 % gesetzt und die Meldwerte der Versuchspunkte auf die
jeweilige Kontrolle bezogen. Die Ergebnisse wurden als arithmetischer Mittelwert (MW) +
Standardfehler (SEM) dargestellt.

Die Signifikanz der erhatenen Daten wurde unter Verwendung der ANOVA-
Varianzanalyse, des t-Tests nach Student und dem Bonferoni-Test ermittelt. Als
Signifikanzniveaus dienten dabei p<0,05; p<0,01 und p<0,005. (Sachs, 1984)

2.2.24. Probengewinnung und Probenauswahl

Wie in den Abschnittenn 1.1.3. und 1.2.5. beschrieben, erfolgte die Gewinnung humaner
Lungenzellkulturen (NHBEZ, PLZ) aus Resektionsmaterial. Die wahrend der Operation
nach tumorchirurgischen Gesichtspunkten entfernten Gewebe wurden sofort im
Schnellschnittlabor des Universitétsklinikkums Krollwitz durch den diensthabenden
Pathologen beurteilt und Proben fir die Diagnostik entnommen. Vom verbleibenden
Gewebestiick wurden durch den Pathologen tumorfreie Bereiche entnommen und
Mitarbeitern des Instituts zum Transport Ubergeben. Dementsprechend konnte kein Einfluld
auf Grof3e der erhaltenen Probe und genaue Lokalisation des Entnahmeortes genommen
werden. Aus einer Patientenprobe konnten pro Ausgangsgewebe zwischen 1 und 20
Kulturschalen angesetzt werden. Vor Beginn einer Effektorbehandlung wurde jeweils Art
und Dauer der Behandlung festgelegt. Diesem Umstand ist zu schulden, dal3 in den

Experimenten nicht fur alle Zeitpunkte und Stressoren Werte angegeben werden konnten.
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3. Ergebnisse

3.1. Charakteriserungder Kultursysteme

3.1.1. All-Zdl-Priméarkultur

Alveolar Typ llI-Zellen (All-Zellen) stellen zahlenméllig einen nur geringen Telil
verschiedener Zellpopulationen der Saugerlunge dar, je nach Spezies 10 - 15 % (Crapo et
al., 1982). Daher war die Ausbeute der Zellen mit im Mittel 12 Millionen Zellen pro
Praparation nach der vielstufigen Abtrennung der All-Zellen aus der Zellsuspension
anderer Lungenzellpopul ationen begrenzt. Die Isolierung erfolgte in Anlehnung an die von
Dobbs et al. 1986 beschriebene und von Richards et al., 1987 modifizierte Methode. Die
Zdllzéhlung erfolgte nach der Zellselektionierung durch differenzielle Adhdrenz und
unmittelbar vor Aus-plattierung. Bei Anférbung mit Trypan-Blau zeigten die Zellen vor
Aussaat eine Lebensfahigkeit von > 90 %. Die nach differenzieller Adhérenz gewonnenen
Zellen hefteten sich auf den beschichteten Kulturschalen an, wobel zundchst abgerundete
Formen erhalten blieben. Nach 24 bis 48 h breiteten sich die Zellen unter Abflachung und
Ausbildung einer polygonalen Zellstruktur auf der Kulturschale aus. Die meist vereinzelt
adharierenden Zellen bildeten durch Proliferation mehrzellige Inseln. Zwischen 48 und 72
h in Kultur kam es zu einer ausgepragten Proliferation der kultivierten All-Zellen, so dass
sich ein subkonfluenter bis konfluenter Zellrasen ausbildete.

Zum Nachweis, dass es sich bei den Zellkulturen um ein reines All-Zell-Epithel handelte,
wurden die Monolayer nach 72 h Kultur mit Osmiumtetroxid und Tanninséure angeférbt.
Aufgrund der Osmiophilie, der in ihnen enthaltenen Hauptbestandteile des Surfactant,
farbten sich dabei die fur die All-Zel-Morphologie typischen Lamellarkorperchen
schwarz an (Abb. 10b). Die Zelkulturen bestanden zu > 90 % aus All-Zdlen.
Elektronenmikroskopische Aufnahmen liefen ebenfalls deutlich die typischen
Lamellarkorperchen (Surfactant-Einschlisse) erkennen (Abb. 10a). In diesem Stadium
wurden die Zellen mit Paraguat und H,O, behandelt.
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a) EM b) LM

Abb. 10: Charakterisierung kultivierter All-Zellen. Drei Tage ate All-Zell-Kulturen wurden mit
Glutaraldehyd fixiert und mit OsO, behandelt. Elektronenmikroskopische (EM) Aufnahmen
erfolgten mit einem JOEL JEM 1210 Elektronenmikroskop (80 kV). Fur die Lichtmikroskopie (LM)
wurden die Zellen zusétzlich mit Tanninsdure inkubiert und dann fotografiert. Die Pfeile zeigen die
All-Zell-typischen Lamellarkdrperchen.

3.1.2. Kulturen normaler humaner Bronchialepithelzellen (NHBEZ) und

peripherer Lungenzellen (PLZ)

Durch das Auswachsen von Zellen aus den Gewebestiicken bildeten sich nach zwel bis
drei Wochen Inseln subkonfluenter (80 - 90 %) Zellen (1. Generation). Zweimal
wochentlich erfolgte ein Medienwechsel und die Sichtkontrolle der Kulturen bezlglich
Auswachsen der Zellen aus den Resektaten, Kontaminationen mit Mikroorganismen sowie
unerwinschter Kokultivierung anderer Zellen (z.B. Fibroblasten). Die spindelférmigen
Fibroblasten waren dabel deutlich von den Epithelzellen zu unterscheiden. Die
Gewebestiicke konnten zum Auswachsen weiterer Generationen mehrmals auf neue
Kulturschalen umgesetzt werden. Daraus resultierten fir die Gewebestlicke Kulturzeiten
von durchschnittlich 10-12 Wochen. Die PLZ-Kulturen konnten auf3erdem enzymatisch
abgel 6st und passagiert (subkultiviert) werden.

Die Auswuchszeiten bis zum Erreichen der Subkonfluenz differierten zum Teil erheblich
zwischen den Zellkulturen der verschiedenen Patienten (2 bis > 4 Wochen). Auch inner-
halb der einzelnen Gewebestlicke eines Patienten und vor alem zwischen NHBEZ- und
PLZ-Kulturen waren Unterschiede festzustellen. Die Lungen-Zell-Kulturen wuchsen nach
kurzer Verzégerung schneller als die Bronchial epithel zellen.

Mit zunehmender Generationszahl verlangerten sich die Auswachszeiten kontinuierlich bis
zum volligen Einstellen des Wachstums. War nach 4 Wochen kein Auswachsen von Zellen

aus den Gewebestlicken zu beobachten, wurde die Kultivierung abgebrochen.
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3.1.3. Charakteriserungvon NHBEZ- und PLZ-Kulturen

Bei jedem Medienwechsel erfolgte eine mikroskopische Uberpriifung der Kulturen, schon
dabel war in den NHBEZ-Kulturen eine einheitliche Zellpopulation mit epithelialem
Charakter (Pflasterstruktur) (Abb. 11a, Hoffman-Kontrast-Aufnahmen) zu erkennen. Zur
eindeutigen Identifizierung erfolgten immunhistochemische Untersuchungen (Abb. 11a),
die diesen Befund unterstrichen. Die Antikorper gegen die Zytokeratine (CK) 7, 8/18 und
19 (Marker fur respiratorisches Epithel; Moll, 1993) reagierten positiv. Inkubationen mit
Antikorpern gegen Monozyten/ Makrophagen (CD68), T-Zellen/ Leukozyten (LCA),
Muskelzellen (Desmin), Fibroblasten (SMA — smooth muscle actin) und mesodermale
Zellen (Vimentin) waren negativ. Bel den Kulturen der normalen humanen
Bronchia epithel zellen konnte ein > 95 %iger epithelialer Charakter angenommen werden.

Kulturen von peripherem Lungengewebe waren schon lichtmikroskopisch (LM) als Misch-
populationen (Abb. 11b, LM) zu erkennen, immunhistochemisch konnten neben
Epithelzellen auch Muskelzellen, Fibroblasten und Mesodermzellen angeférbt werden
(Abb. 11b). PLZ-Kulturen bestanden hauptsachlich (70 - 80 %) aus Epithelzellen. Die
Kokultivierungen nicht-epithelialer Zellen fuhrten in einigen Falen zu morphologisch gut
von Epithelzellen zu unterscheidenden Zellklustern. Dieser Effekt konnte gegebenenfalls
die experimentelle Basis fir Untersuchungen moglicher Zell-zu-Zell-Interaktionen
darstellen.
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Abb. 11: Charakteriserung von NHBEZ-Kulturen und PLZ-Kulturen mittels
Immunzytochemie/ Hoffman-Kontrast-Aufnahme (HK) und Lichtmikroskopie (LM).
Bronchia epithelzellen und periphere Lungenzellen wurden auf beschichteten Kammerdeckgl&schen
kultiviert und immunhistochemisch untersucht. a) Die HK zeigt einen epithelialen Monolayer
(" Pflasterstruktur”). Antikorper gegen die Zytokeratine (CK) 19, 7 und 8/18 detektieren epitheliale
Strukturen. Negativnachweise erfolgten gegen CD 68 (Monozyten/ Makrophagen), LCA (T-Zellen,
Leukozyten), Desmin (Muskelzellen), SMA (smooth muscle actin) (Fibroblasten) und Vimentin
(Mesoderm). b) Die LM zeigt einen epithelialen Zellverband. Antikdrper gegen die Zytokeratine 19,
7 und 8/18 detektierten epitheliale Strukturen. CD 68 und LCA waren nicht detektierbar, Zellen mit

Desmin, SMA, und Vimentin wurden vereinzelt nachgewiesen.



Ergebnisse 58

3.2. Vitalitdts- und Toxizitatstests

Um die subtoxischen und toxischen Bereiche fur die in den Experimenten elnzusetzenden
Agenzien zu erhalten, wurde die Vitaitdt der Zellen in Abhangigkeit von der
Konzentration mittels MTT-Test untersucht. Der Test beruht auf dem Nachweis der
Bildung von Formazan aus Methyltetrazolium (MTT) durch die Aktivitdt der
mitochondrialen Dehydrogenasen in vitalen Zellen. Die Inkubation der Kulturen von
priméren All-Zellen und den Tumorlinien H322 und H358 unter Standardbedingungen mit
PQ ( zwischen 50 uM und 1 mM) sowie H,O, (zwischen 100 uM und 1 mM) Uber 24 h,
fuhrte zur konzentrationsabhéngigen Verminderung der Vitalitét (Abb.12). Dabel waren
die humanen Tumorlinien unempfindlicher as die Primérkulturen von All-Zellen der
Ratte. Die in den Induktionsexperimenten eingesetzten Konzentrationen (10 uM und 50
uM PQ; 50 uM und 100 uM H,0,) wurden aus diesen Daten festgelegt. Dabel wurde eine
Uberlebensrate von iber 80 % angestrebt. Um eine moglichst gute Vergleichbarkeit zu
erlangen, wurden in alen Untersuchungssystemen die gleichen Konzentrationen
eingesetzt.
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Abb. 12: Einfluss von PQ- und H,O,-Inkubation auf die Vitalitat im Kulturmedium von All-
Zéellen und Kulturen von H322 und H358 Zellen. Zellkulturen von All-Zellen, H322 und H358
wurden fur 24 h mit PQ oder H,O, inkubiert. Mittelwerte und SEM der zur Kontrolle relativierten
Werte (n=5-7). Kulturen mit effektorfreiem Medium sind Kontrollen gleich 100 %.

3.3.  Malondialdehydbestimmung im Kulturmedium

Maondialdehyd (MDA), ein Abbauprodukt der Lipidperoxidation, kann als ein Marker
einer radikalische Schadigung im Medium von Zellkulturen bestimmt werden. Die
Anaytik von MDA im Kulturmedium erfolgte mittels HPLC (Draper et al., 1993). Nach
Behandlung mit PQ (0,05; 0,1; 0,5; und 1 mM) sowie H,O, (0,1; 0,5; 1 mM) fir je 24 h
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wurde MDA im Kulturmedium bestimmt (Abb.13). In den Kulturmedien der All-Zellen
konnte ein konzentrationsabhangiger Anstieg von MDA nach PQ und H;O, gemessen
werden. In den Karzinomlinien H358 und H322 wurde erst ab 1 mM H,O, ene
signifikante Erhéhung des MDA-Spiegels auf etwa 1 pM gemessen. Auch bel
Konzentrationen bis 5 mM und entsprechenden Uberlebensraten unter 10% blieb die
gemessene MDA -Konzentration ebenfalls auf diesem Niveau (Werte nicht dargestellt). In
den Medien der mit PQ behandelten Tumorlinien wurde kein Anstieg von MDA gemessen.
Bel den Kontrollwerten erwiesen sich die basalen MDA-Spiegel bel den Karzinomlinien
signifikant kleiner als in der Primérkultur von All-Zellen. Die MDA-Konzentrationen der

Karzinomlinien untereinander zeigten nur geringe Unterschiede.
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Abb. 13: Einfluss von PQ- und H,O,-Inkubation auf die Malondialdehyd-Entstehung (MDA)
im Kulturmedium von All-Zellen und Kulturen von H322 und H358. All-Zellen, H322 und
H358 wurden fur 24 h mit PQ oder H,O, inkubiert. Die Kontrollen erhielten Normalmedium,
Mittelwerte £ SEM der Messwertein pM (n=3). *, p<0,05 zur Kontrolle ohne Behandlung.

Aus methodischen Griinden erfolgte die MDA-Bestimmung in den Lungentumorlinien in
All-Zell-Medium. Dabei zeigte sich eine fast 50 %ige Erhdhung der metabolischen
Aktivitét (MTT-Test) im Vergleich zum Standardmedium (DMEM).

3.4. Quantitative Paraquatbestimmung im Kulturmedium

Um das Verhaten von PQ im Kulturmedium von Zellkulturen zu untersuchen, wurde die
PQ-Konzentration im Medium bestimmt. Dazu wurden Kulturen von H358 und H322 mit
50 uM, 100 uM und 500 uM PQ inkubiert. Die Konzentration von PQ, gemessen zu den
Zeitpunkten 1/2, 1, 2, 8, 24 und 48 h, blieb im Kulturmedium von H322 und H358 Uber
48 h konstant (nicht dargestellt).
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3.5. Expression von mdr1b mRNA in All-Zellen der Rattenlunge

3.5.1. Zeitabhangige mdr1b mRNA-Expression in All-Zel-Kultur

Die Priméarkultur isolierter All-Zellen ermoglicht es, eine wichtige Zellpopulation der
Lunge zu untersuchen. Physiologisch wichtige Funktionen (z.B. Surfactant-, Enzym- und
Matrix-Komponenten-Produktion) sind in  All-Zellen sehr stark  von  den
Kulturbedingungen abhangig. So kommt es wéhrend der Kultur zur almahlichen
Einstellung der Surfactantproduktion und einer Differenzierung in Richtung Typ I-Epithel.
Fur die mdrlb-Expression ist bekannt, dass es in Rattenhepatozyten in Abhéngigkeit von
den Kulturbedingungen zum Anstieg wahrend der Kultur kommt (Ziemann et al., 1999).
Priméarkulturen von All-Zellen zeigten unter den gewahlten Kulturbedingungen eine von
der Kulturdauer abhangige intrinsische mdrlb mMRNA-Uberexpression. In frisch
kultivierten Zellen war eine schwache mdrlb Expression detektierbar, die im Verlauf der
Kultur drastisch anstieg (Abb. 14aund b).
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Abb. 14: Einfluss der Kulturdauer auf die mdr1b mRNA Expression in All-Zellen der Ratte.
Gesamt-RNA von frisch isolierten Zellen (0 Kulturtage) und von All-Zel-Kulturen (Kulturtage
1-3) wurde isoliert. Nach RT-PCR , Auftrennung in Agarosegelen und Anfarbung wurden die
erhaltenen Banden aufgenommen (b) und densitometrisch (a) ausgewertet. MW + SEM der gegen
[>-Aktin normierten Messwerte (a); Intensitét der Bande am Kulturtag 0 = 100 %; *, p<0,05

Um auszuschliefden, dass die Verdnderung der Expresson von mdrlb auf einer
unspezifischen Erhéhung der mRNA-Synthese beruht, wurde R-Aktin als sogenanntes
»housekeeping-gene” mit amplifiziert. R-Aktin ist ein wichtiger Bestandteil der Mikro-
filamente und am Aufbau des Zytoskel etts beteiligt. Aufgrund der essenziellen Bedeutung
des Zytoskeletts fur die Zelle unterliegt 3-Aktin MRNA einer hohen Expressionsrate, die
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zur Kontrolle des allgemeinen Zellstatus herangezogen werden kann. Wie in Abb. 14b
ersichtlich ist, blieb die R-Aktin-Expression in Kultur stabil. Somit konnte eine

unspezifische Erhéhung der mRNA-Expression ausgeschlossen werden.

3.5.2. Mdrlb mRNA-Expressionin All-Zellen der Rattenlunge

nach Paraquat- und H,O;-Inkubation

Mediatoren von ROS fuhren in Rattenhepatozyten zu einer Erhohung der intrinsischen
Expression von mdrlb P-Glykoprotein. Die intrinsische als auch die durch ROS induzierte
Expression lassen sich durch die Gabe von Antioxidanzien vermindern (Bae et al., 1997;
Hirsch-Ernst, 1998). Die Versuche sollten zeigen, ob auch in kultivierten All-Zellen ROS
Einfluss auf die Expression von mdr1b haben.

Als Modellsubstanzen fur die Erzeugung von oxidativem Stress dienten H,O, und das
Herbizid Paraquat. Das kurzlebige Wasserstoffperoxid wird unter physiologischen
Bedingungen in biologischen Systemen gebildet, durch zelleigene Systeme (Enzyme,
GSH, Vitamine) aber auch schnell wieder ,entgiftet”. Paraguat wurde wegen seiner
spezifischen Anreicherung in Lungenzellen (Hoet et al., 1994) und der kontinuierlichen
intra-zelluléren Bildung von Superoxidradikalen, H,O, und Hydroxylradikalen ausgesucht.
Den Zellkulturmedien wurden am 3. Kulturtag 10 uM bzw. 50 uM Paraguat oder 50 uM
bzw. 100 pM H,0O, zugesetzt. Die Medien wurden 24 h auf den Kulturen belassen. Nach
Entfernen des Medium erfolgte die Weiterverarbeitung der Zellen.

Primarkulturen von All-Zellen reagierten sowohl auf den kurzlebigen Stressor H,0,
(Nachweisdauer in serumhaltigen Kulturmedien nur 10 - 30 min; Simon et a., 1991,
Engstrom et al., 1990) als auch auf PQ mit einem konzentrationsabhangigen Anstieg der
mdrlb mRNA-Expression (Abb. 15 und 16). Dabel waren die Zellen empfindlicher
gegeniiber PQ. Um den gleichen Effekt zu erzielen (50 % Steigerung der relativen mdrlb
Expression) war eine 10fach héhere H,O, Konzentation notwendig (10 uM zu 100 uM). 13-
Aktin as Marker fur den allgemeinen Zellstatus blieb bel niedrigen Konzentationen
weitestgehend stabil, die hohen Konzentrationen fuhrten zu einem Abfall des [3-Aktin
Signals (Abb. 15b und 16b).
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Abb. 15: Uberexpression von mdr1b mRNA in All-Zellen der Ratte nach H,O, Inkubation.
Drel Tage ate Kulturen wurden fur 24 h mit 50 pM oder 100 pM H,0O, inkubiert, Gesamt-RNA
wurde isoliert. Nach RT-PCR , Auftrennung in Agarosegelen und Anférbung wurden die erhaltenen
Banden aufgenommen (b) und densitometrisch (a) ausgewertet. MW, SEM und Signifikanzniveau
der gegen 3-Aktin normierten Messwerte (); K = 100 %,; *, p<0,05
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Abb. 16: Uberexpression von mdr1b mRNA in All-Zellen der Ratte nach PQ-Inkubation.

Drel Tage alte Kulturen wurden fir 24 h mit 10 uM oder 50 uM PQ inkubiert, Gesamt-RNA wurde
isoliert. Nach RT-PCR, Auftrennung in Agarosegelen und Anférbung wurden die erhaltenen Banden
aufgenommen (b) und densitometrisch (a) ausgewertet. MW, SEM und Signifikanzniveau der gegen
[3-Aktin normierten Messwerte (a); K = 100 %; *, p<0,05; **, p<0,01
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3.6. Einflul der Kulturbedingungen auf die Expression von LRP, MRP und P-gp

in humanen Lungentumor zelllinien

Um den Einflu® der Zelldichte auf die Expression der Transporter zu untersuchen, wurden
die Zdllinien H358 und A549 in unterschiedlicher Dichte ausplattiert und fir 4 Tage
kultiviert. MDR1, MRP, LRP und 3-Aktin mRNA konnten detektiert werden (Abbildung
17). -Aktin mRNA blieb bei steigender Zelldichte unveréndert. Im Falle der MRP mRNA
waren Unterschiede zwischen den Zéelllinien zu erkennen. So blieb in den H358 Zellen die
Intensitdt der Banden unverandert, in den A549-Zellen konnte ein Anstieg des Signals mit
zunehmender Dichte der kultivierten Zellen beobachtet werden. Die LRP und Pgp mRNA
Expression war in beiden Zelllinien von der Zelldichte unbeeinfluft.

H358 A549

ﬁ-‘--—-—- R-Aktin
25 5 101520 255 10 15 20 X 103 Zdlen /cm?
e | Zelldichte

Abb. 17: Einfluss der Zelldichte auf die Expression von MRP, LRP und MDR1 (P-gp) mRNA
in Lungentumorlinien. H358 und A549 Zellen wurden in unterschiedlicher Dichte (2,5; 5; 10; 15;
20 x 108 Zellen/ cm?) ausplattiert. Gesamt-RNA wurde nach 4 Tagen isoliert. Nach RT-PCR, Auf-
trennung der Banden in Agarosegelen und Anférbung wurden die erhaltenen Banden aufgenommen.

Zur Untersuchung des Einflusses der extrazelluldren Matrix auf die Expression der
untersuchten Transportproteine wurden die Tumorlinien abweichend von der
Standardmethode (unbeschichtete Plastikoberflache) auf mit Kollagen beschichteten
Kulturschalen, auf Kollagengelen und auf mit Kollagengelen beschichteten Filterinserts
kultiviert (Methoden siehe Abbildung 8, Kap. 2.2.8.). Durch die Mo6glichkeit der apikalen
Luftexposition erlaubt die letzgenannte Methode in vivo-nahe Kulturbedingungen mit einer
apikalen Luft-Medium-Grenzschicht.

Die Beschichtung der Kulturoberflache mit Kollagen hatte in den drei verwendeten
Tumorlinien einen unterschiedlichen Einfluss auf die MRP Expression (Abbildung 18). In
H358-Zellen wurde MRP in auf rigidem Kollagen im Vergleich zu auf Plastik kultivierten
Zéellen verstarkt exprimiert. Hingegen kam es unter diesen Bedingungen in A549- und

H322-Zellen zu einer Verringerung des Signals. Zusétzlich zu den Auswirkungen auf die
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Starke der Expression von MRP in den drei Tumorlinien, konnte ein unterschiedliches
Laufverhalten im Polyacrylamidgel festgestellt werden. So wurde in den A549 Zellen
zusétzlich eine zweite kleinere Bande detektiert. Festzustellen war aul3erdem, dass MRP in
der Tumorlinie bronchialen Ursprungs (H322) mit einem gréfRReren Molekulargewicht
detektiert wurde.

H322 H358 A549 H322 H358 A549
P K

Abb.18: Einfluss ener Kollagenbeschichtung auf die Expresson von MRP in
L ungentumorlinien. Tumorzellen wurden auf unbeschichteten (P) oder Kollagen-beschichteten (K)
Plastik-Zellkultur-schalen kultiviert. Plasmamembranproteine wurden isoliert, elektrophoretisch
aufgetrennt und auf Nitrozellulosemembran transferiert. Die MRP-Detektion erfolgte mittels
Antikérpern (MRPrl) und ECL-Detektion. Zum besseren Vergleich wurde der Wert H322,
unbeschichtet gleich 1 gesetzt und die anderen Werte auf ihn bezogen.

Die Auswirkungen der Kultivierung auf Kollagengelen auf die Expression von MRPL,
LRP und MDR1 mRNA zeigt Abbildung 19. Die mRNA fur LRP fur 3-Aktin blieben fir
dieses Kultursystem in allen drei Linien unbeeinflul®t. MRP zeigte in allen drei Linien
unterschiedliche Reaktionen. In H322-Zellen kam es zu einer verminderten, in H358-
Zéellen zu einer verstarkten mRNA-Expression. A549-Zellen zeigten keine Verdnderung
der MRP mRNA. MDR1 mRNA blieb in H358 Zellen unveréndert. In H322 und A549
Zellen kam es durch die veranderte extrazellulére Matrix zu einer Verringerung des MDR1
MRNA-Signals.
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Abb. 19: Einfluss der Kulturbedingungen auf die Expression von MRP, LRP und MDR (P-gp)
MRNA in Lungentumorlinien. Die Tumorlinien wurden auf Plastik-Zellkulturschalen (P) oder auf
Kollagengelen (KG) kultiviert. Nach Isolierung der gesamt-RNA, RT-PCR, Auftrennung der
Amplifikate in Agarosegelen und Anférbung wurden die erhaltenen Banden aufgenommen.
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Um moglichst in vivo nahe Kulturbedingungen zu simulieren, erfolgte die Kultur der
Tumorzellen auch auf Filterinserts mit Kollagengelen (Abbildung 20). Nach einer
Anwachsphase (24 - 48 h) war es dann moglich, die Zellen mit apikaler Luftexposition zu
kultivieren. Dabei kam es in A549 Zellen zu einem drastischen Anstieg des [3-Aktin
Signals. Auch das Signal fur die LRP mRNA erhohte sich, MRP blieb fast unveréndert.
Nach Normierung der Transporter-Daten gegen (3-Aktin war jedoch zu beobachten, dal3 die
Signale der LRP und MRP mRNA-Expression erniedrigt waren.

LRP MRP [3-Aktin
1 0,27 1 0,47

- - — - -
P K-L P K-L P K-L

Abb. 20: Einfluss in vivo naher Kulturbedingungen auf die Expression von LRP und MRP
MRNA in A549 Zdlen. Die Zellen wurden auf Plastik-Zellkulturschalen (P) oder auf
Kollagengelen auf Filterinserts mit apikaler Luftexposition (K-L) kultiviert. Gesamt-RNA wurde
isoliert. Nach RT-PCR , Auftrennung in Agarosegelen und Anfé&rbung wurden die erhaltenen
Banden aufgenommen und densitometrisch ausgewertet. Die Zahlenangaben zeigen die gegen
-Aktin normalisierten Daten; Kultur auf Plastik = 1gesetzt (Normal bedingungen).
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3.7. Interindividuelle Expression von LRP, MRP und P-gp in Auswachskulturen
der menschlichen Lunge

Zur Untersuchung der individuellen Expression von LRP, MRP1 und P-gp wurden
subkonfluente Zellen der 1. Generation mit Trizol abgeldst, Gesamt-RNA und
Gesamtprotein isoliert. Die Gewebestiicke wurden zum Auswachsen welterer
Generationen auf neue Kulturschalen umgesetzt, PLZ-Monolayer konnten enzymatisch
abgel 6st und passagiert werden.

LRP und LRP mRNA wurde in alen Proben detektiert. Bel Vergleich der methodischen
Parameter (Zyklenzahlen der PCR und Inkubations- und Belichtungszeiten beim Western-
Blot), zeigte sich, dal3 LRP in den untersuchten Kultursystemen am starksten exprimiert
wurde. MRP und LRP mRNA wurden mit dhnlichen Zyklenzahlen (LRP 27-30, MRP 28-
30) in der PCR amplifiziert, die erhaltenen MRP-Banden im Agarosegel waren aber
schwécher als die fir LRP. Die Belichtung der Filme nach der immunochemischen
Detektion mittels ECL mufdte im Vergleich zum LRP fir MRP bis zu dreimal 1anger
erfolgen. P-gp mRNA war nicht in alen untersuchten Proben nachweisbar. Zur
Verstarkung schwacher Signale mufdten zudem die Amplifikationszyklen (> 35 fur P-gp,
30 fur LRP und MRP) erhoht werden. Eine systematische Untersuchung der P-gp-
Expression konnte wegen Limitierungen des Probenmaterials und den insgesamt geringen

Expressionsraten nicht erfolgen.

3.7.1. Individuelle Expression von LRP in humanen Lungenzellkulturen

LRP und LRP mRNA wurde in den untersuchten Zellkulturen von NHBEZ und PLZ
gleichermal3en nachgewiesen. Dabei wurde festgestellt, dal? es unabhéngig vom Ursprung
des Ausgangsmaterials (NHBEZ-Bronchien und PLZ-Parenchym) individuelle
Unterschiede zwischen den Zellkulturen der einzelnen Patienten gab. Die Abbildungen 21
und 22 verdeutlichen, dass die einzelnen Proben (Protein und mRNA) um den Faktor 2, in
Einzelfallen um Faktor 2,5 differierten (Probe 83 zu 43).
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Abb. 21: LRP-Expression in NHBEZ und PLZ verschiedener Patienten. Das Gesamt-Protein
der jeweils ersten Auswachskultur (1. Generation) wurde mittels PAGE aufgetrennt und LRP
immunochemisch mittels spezifischer Antikorper nachgewiesen. Nach ECL-Detektion und
densitometrischer Auswertung konnten die Zellkulturen verschiedener Patienten (ID) miteinander
verglichen werden. Der grofdte detektierte Wert jedes Gels wurde dabei as Bezugsgrofe (1)
festgelegt (#).
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Abb. 22: LRP mRNA in NHBEZ verschiedener Patienten. Gesamt-RNA der jeweils 1.
Generationen wurde mittels RT-PCR amplifiziert. Nach Auftrennung der Amplifikate, Farbung mit
Ethidiumbromid und densitometrischer Auswertung wurden die Patienten (ID) miteinander
verglichen. Der grofdte detektierte Wert des Gels wurde dabei als Bezugsgrofie (1) festgelegt (#).

Die Expresson von LRP mRNA konnte ebenfalls in NHBEZ-Kulturen hoherer
Generationen mittels RT-PCR untersucht werden. Auch hier waren zwischen den Proben
der einzelnen Patienten nur geringe Unterschiede detektierbar (Abb. 23). Diese fielen in
den untersuchten Proben geringer aus (maximaler Faktor 1,4 zwischen Probe 16/4 und
18/4) alsin den Kulturen der 1. Generation.
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Abb. 23: LRP mRNA in NHBEZ-Kulturen verschiedener Patienten. Gesamt-RNA der
angegebenen Generationen wurde mittels RT-PCR amplifiziert. Nach Auftrennung der Amplifikate,
Farbung mit Ethidiumbromid (b) und densitometrischer Auswertung (@) konnten Zellkulturen
verschiedener Patienten (ID) und Generationen miteinander verglichen werden. a) Vergleich
zwischen den Patienten, der gréfdte detektierte Wert des Gels wurde dabel als Bezugsgrofie (1)
festgelegt (#). b) Vergleich der Generationen, die jeweils friiheste Generation wurde mit 1 festgel egt
und die nachfolgende(n) Generationen mit ihr verglichen (siehe auch Abschnitt 1.8.1.).

3.7.2. Individuelle Expression von MRP in humanen Lungenzellkulturen

MRP und MRP mRNA konnte in allen untersuchten Patientenproben nachgewiesen
werden. Dabei wurde festgestellt, dass es grof3e inter-individuelle Unterschiede gab (Faktor
4, in Einzelfdlen Faktor 6, Abb. 24). Diese Unterschiede waren in den Zellen des
Bronchialbaumes (NHBEZ) als auch in denen des Lungenparenchyms (PLZ) zu finden.
Bel direktem Vergleich (Abb. 25) schien MRP in den PLZ stérker exprimiert zu sein. Beim
direkten Vergleich von mRNA- und Protein-Expression konnten keine Korrelationen
gefunden werden. So zeigte z.B. Patient 30 sowohl niedrige RNA- als auch Proteinwerte,
Patient 46 ein hohes MRNA-Signal aber wenig detektierbares Protein, Patient 71 fur beide
Parameter grof3e Werte. Die interindividuellen Schwankungen der mRNA-EXxpression
lagen in einem ahnlichen Bereich wie die der Proteine: Faktor von maximal 6, Patienten 64
und 46.

Wie fur LRP wurde auch die Expression von MRP mRNA in NHBEZ-Kulturen hoherer
Generationen mittels RT-PCR untersucht. Auch hier waren zwischen den einzelnen
Patienten Unterschiede nachweisbar (Abb. 26). Diese fielen in gleichen Dimensionen aus
(maximal Faktor 7; 5. Generation der Patienten 15 und 16) wie in den Kulturen der 1.
Generationen.
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Abb. 24: MRP-Expression in NHBEZ und PLZ verschiedener Patienten. Gesamt-Protein der
jeweils 1. Generationen wurde mittels PAGE aufgetrennt und immunochemisch mittels spezifischer
Antikorper nachgewiesen. Nach ECL-Detektion und densitometrischer Auswertung konnten die
Zdellkulturen verschiedener Patienten (ID) miteinander verglichen werden. Der grofte detektierte
Wert jedes Gels wurde dabei als Bezugsgrofe (1) festgelegt (#).
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Abb. 25: Inter-individuelle Variabilitat von MRP in NHBEZ. Gesamt-RNA und Gesamt-Protein
von NHBEZ der 1. Generationen wurden mittels RT-PCR (@) und Western-Blot-Analyse (b)
aufgearbeitet. Zur Quantifizierung wurden die Banden densitometrisch ausgewertet. Zum Vergleich
der NHBEZ-Kulturen verschiedener Patienten (ID) wurde der grofte detektierte Wert eines
Ansatzes als Bezugsgrofe (1) festgelegt (#).
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Abb. 26: MRP mRNA in NHBEZ-Kulturen verschiedener Patienten. Gesamt-RNA der
angegebenen Generationen wurde mittels RT-PCR amplifiziert. Nach Auftrennung der Amplifikate,
Farbung mit Ethidiumbromid (b) und densitometrischer Auswertung (a) konnten NHBEZ-Kulturen
verschiedener Patienten (ID) und Generationen miteinander verglichen werden. a) Vergleich
zwischen den Patienten, der grofte detektierte Wert des Geles wurde dabel as Bezugsgrofde (1)
festgelegt (#). b) Vergleich der Generationen. Die jewells friheste Generation wurde als 1 festgel egt
und die nachfolgende(n) Generationen mit ihr verglichen (siehe auch Abschnitt 1.8.2.).

3.7.3. Individuelle Expression von P-gp in humanen Lungenzellkulturen

Fur die Untersuchung der P-gp-Expression stand nur die RT-PCR zur Verfigung. Die
interindividuellen Schwankungen waren fir die P-gp-Expression im Vergleich zum LRP
und MRP am starksten ausgepragt. In einigen Proben (Patient 41, Abb 27 und Patient 20,
Abb. 28) waren selbst nach 40 PCR-Zyklen keine Signale detektierbar. Diese Unterschiede
waren bei Kulturen hoherer Generationen noch deutlicher ausgepragt (Abb. 28a). Hier

konnte in 5 von 9 Proben kein quantifizierbares MRNA-Signal nachgewiesen werden.
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Abb. 27: P-gp mRNA in NHBEZ-Kulturen verschiedener Patienten. Gesamt-RNA der jewells
1.Generationen wurde mittels RT-PCR amplifiziert. Nach Auftrennung der Amplifikate, Féarbung
mit Ethidiumbromid und densitometrischer Auswertung konnten die NHBEZ-Kulturen
verschiedener Patienten miteinander verglichen werden. Der grélite detektierte Wert des Gels (#)
wurde dabei als Bezugsgrofde (1) festgel egt.
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Abb. 28: P-gp mRNA in NHBEZ-Kulturen verschiedener Patienten. Gesamt-RNA der
angegebenen Generationen wurde mittels RT-PCR amplifiziert. Nach Auftrennung der Amplifikate,
Féarbung mit Ethidiumbromid (b) und densitometrischer Auswertung (@) konnten Zellkulturen
verschiedener Patienten (ID) und Generationen miteinander verglichen werden. @ Vergleich
zwischen den Patienten, der grofite detektierte Wert des Geles wurde dabei als Bezugsgrofie (1)
festgelegt (#). b) Vergleich der Generationen. Die jeweils friheste Generation wurde mit 1 festgel egt
und die nachfolgende(n) Generationen mit ihr verglichen (siehe auch Abschnitt 1.8.3).

3.8. Expression von LRP, MRP und P-gp in Auswachskulturen ver schiedener

Generationen und Passagen von NHBEZ und PLZ

3.8.1. LRP-Expression in Kultur humaner Lungenzellen

Die Auswertung der LRP Protein- und mRNA-Expressionsdaten (Abb. 29) zeigte keine
signifikanten Unterschiede zwischen den verschiedenen Kultur-Generationen und
Passagen. Es war aber sowohl in den Zellen der peripheren Lunge als auch der
Bronchiabereiche eine tendenzielle Erhéhung der LRP-Expresson in den
Auswachskulturen der ersten Umsetzungen und Passagen im Vergleich zur 1. Generation
zu erkennen (Abb. 29 a). Die LRP mRNA-Expression in NHBEZ-Kulturen (Abb. 29 b)

zeigte ebenfalls keine signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Kulturstadien.
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Abb. 29: LRP-Expression in humanen PLZ und NHBEZ-Kulturen. Densitometrische
Auswertung von Western-Blot (a) und RT-PCR (b) Analysen. Dargestellt sind die Mittelwerte +
SEM der angegebenen Kulturen verschiedener Patienten (n). Die Werte der hoheren Kulturen
wurden mit denen der jeweils 1. Generation (100 %) verglichen.

NHBEZ-Kulturen einiger Patienten konnten bis in hthere Generationen und Passagen
gehalten werden. Es zeigte sich fur die ersten Kulturabschnitte eine leicht erhéhte LRP-
Expression. In Kulturen hoher Passagen fiel der LRP-Proteingehalt dann kontinuierlich ab
(Abb. 30a). Demgegentber stieg die mRNA-Expression nach anféanglicher Stabilitét (bis
V. Passage) in den Kulturen héherer Generationen an (NHBEZ 16, 17, 18, 30, Abb. 23b;
NHBEZ Patient 85, Abb. 30b).
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Abb. 30: LRP-Expression in NHBEZ-Kulturen (Patient 85). Densitometrische Auswertung von
Western-Blot (a) und RT-PCR (b) Analysen. Aus der ersten Auswachskultur (1. Generation) wurden
durch Ablésen und Neuaussaat mehrere Schalen mit Subpassagen generiert. Jeweils eine Schale
wurde nach Erreichen der Subkonfluenz aufgearbeitet, die verbleibenden wieder passagiert. Die
1. Generation wurden als Bezug (100 %) genommen und die Passagen mit ihr verglichen.
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3.8.2. MRP-Expression in Kultur humaner Lungenzellen

Sowohl in den Zellen der peripheren Lunge als auch in den Bronchialepithelzellen wurde
eine erhdhte MRP-Expression in den Auswachskulturen der ersten Umsetzungen
(Generationen >2) im Vergleich zur 1. Generation gemessen. Diese Erhéhungen waren fir
die 2. Generationen der PLZ und die 2. und 3. Generation der NHBEZ signifikant, p<0,01
(Abb. 31a). Demgegenuber fiel die MRNA Expression in Kulturen der Bronchialepithel-
zellen mit Anstieg der Generationszahl von der 2. - 4. Generation kontinuierlich ab, in der
vierten Generation signifikant, p<0,005 (Abb. 31b). Bel Betrachtung der Einzelwerte war
zu beobachten, dass bei zwei der untersuchten Patientenproben der 2. Generation ein
Anstieg der mMRNA-Expression zu verzeichnen war.

Bel langerer Sub-Kultivierung (Passagen) konnte eine relativ unveranderte MRP-
Expression beobachtet werden (Patient 85, Abb. 32a), nur der Wert fir die erste Passage
war erhoht. Die mRNA-Expression dagegen stieg sprunghaft an, blieb in den néchsten
Passagen weitestgehend stabil und stieg bel spateren Passagen weiter an. Ein dhnlicher
sprunghafter Anstieg konnte auch bei Kulturen héherer Generationen (NHBEZ 16/4-5,
17/3-4, 18/3-4, 30/1-2; Abb. 26b) beobachtet werden.
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Abb. 31: MRP-Expression in humanen PLZ und NHBEZ-Kulturen. Densitometrische
Auswertung von Western-Blot (a) und RT-PCR Anaysen (b). Dargestellt sind die Mittelwerte +
SEM der angegebenen Kulturen verschiedener Patienten (n). Die Werte der htheren Kulturen
wurden mit denen der jeweils 1. Generation (100 %) verglichen. *, p<0,05; **, p<0,01;

***  p<0,005



Ergebnisse

74

<
Ry
§v)

500

a) Protein

b) MRNA

400

300

[%]

200

relative Expression

|

I v

VI

VI X

1 I v VI VI X

Patient 85, Generation 1, Passagen | - IX

Abb. 32: MRP-Expression in NHBEZ-Kulturen (Patient 85). Densitometrische Auswertung von
Western-Blot (a) und RT-PCR (b) Analysen. Aus der ersten Auswachskultur (1. Generation) wurden
durch Ablésen und Neuaussaat mehrere Schalen mit Subpassagen generiert. Jewells eine Schale
wurde nach Erreichen der Subkonfluenz aufgearbeitet, die verbleibenden wieder passagiert. Die O.
Generation wurden als Bezug (100 %) genommen und die Passagen mit ihr verglichen.

3.8.3. P-gp mRNA-Expression in Kultur humaner Lungenzellen

Die P-gp-Expression konnte nur auf mRNA-Ebene untersucht werden. In alen Proben
stieg diese in der 2. Generation an (1,8 = 0,2; p<0,005 zur 1. Generation), wobei drei (63,
68, 71) der sieben Proben stérker anstiegen. Eine ahnliche Gruppierung war auch in der

3. Generation zu sehen. Die Expression in den NHBEZ-Kulturen der Patienten 68 und 71

waren wie in den 2. Generationen erhoht, die der Patienten 66 und 67 hingegen vermindert.
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Abb. 33: P-gp-Expression in humanen NHBEZ-Kulturen. Densitometrische Auswertung von
RT-PCR Analysen. Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM der angegebenen Kulturen verschiedener
Patienten (n). Die Werte der héheren Kulturen wurden mit denen der jeweils 1. Generation (100 %)
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3.9. Einflul3 reaktiver Sauer stoff-Spezies auf die Expression von LRP,
MRP und P-gp in Kulturen humaner Lungenzellen

3.9.1. Einfluf von Paraquat auf die Expression von LRP in NHBEZ und PLZ

Kulturen normaler humaner Bronchialepithelzellen reagierten auf eine Inkubation mit 10
MM PQ nach 24 h mit einer Verringerung der LRP-Expression (4 Patienten, Abb. 34d). Die
MRNA-Expression (Abb. 34b) konnte methodisch bedingt an einer gréf3eren Probenzahl
untersucht werden als die LRP Protein-Expression. Die statistische Auswertung fir alle 10
Proben ergab fir den 24 h-Wert nur eine tendenzielle Erhéhung (128 % + 24,6 %, MW +*
SEM). In 6 der untersuchten Kulturen war nach PQ-Inkubation ein Abfall der mRNA-
Expression zu verzeichnen (Abb, 34b,l), darunter 2 Proben (ID 57, 62) fur die auch das
LRP Protein untersucht werden konnte. In den anderen vier Kulturen stieg die LRP
MRNA-Expression nach 12- und 24stindiger Exposition signifikant an (Abb. 34b,1l).
Dazu gehorte eine Patientenprobe (ID 67) fur die auch die Protein-Expression (erniedrigt)
untersucht wurde.
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Abb. 34: LRP-Expression in humanen NHBEZ-Kulturen nach Paraquatinkubation.
Behandlung der NHBEZ-Kulturen mit 10 uM PQ im Medium. Statistische Auswertung von (a)
Western-Blot (57, 62, 67, 75) und (b) von RT-PCR Analysen (| ; 41, 57, 62, 66, 68, 71)( I ; 65, 67,
72, 74). Die zu den angegebenen Zeitpunkten geernteten Proben wurden mit den unbehandelten
Kontrollen (100 %) verglichen (Mittelwerte £ SEM). *, p<0,05; **, p<0,01; ***, p<0,005;
Kulturen peripherer Lungenzellen reagierten nach 24 h Behandlung mit 10 uM PQ mit
einem Anstieg der LRP-Expression (Abb. 35a). Die mRNA blieb im untersuchten
Kulturintervall unveréndert (Abb. 35b). Dabei konnten fur 3 Resektate sowohl RNA als

auch Protein untersucht werden (L67, L69, L70).
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Abb. 35: LRP-Expression in humanen PLZ-Kulturen nach PQ-Inkubation. Behandlung der
PLZ-Kulturen mit 10 uM PQ im Medium. Statistische Auswertung von (a) Western-Blot (L67, L69,
L70, L71, L75, L89) und (b) RT-PCR Analysen (L67, L69, L70, L74). Die zu den angegebenen
Zeitpunkten geernteten Proben wurden mit den unbehandelten Kontrollen (100 %) verglichen.
(Mittelwerte £ SEM). Signifikanzniveau: *, p<0,005

3.9.2. Einflul® von H,0O, auf die Expression von LRP in NHBEZ und PLZ

NHBEZ-Kulturen wurden mit 100 uM H,O; inkubiert. Es konnten nur 2 Proteinproben
untersucht werden. Dabei blieb bei Patient 75 die Expression innerhalb der 24 h stabil, bei
Patient 89 stieg das detektierbare LRP-Signal auf 160 % der des Ausgangswertes an (ohne
Abbildung). Die RNA-Untersuchungen erbrachten bei statistischer Auswertung aller Daten
(n=6) keine signifikanten Veradnderungen (Abb. 35b). Die Einzelwertbetrachtung ergab
dagegen folgenden Befund: Es kam bel den Proben der Patienten 41 und 62 zu einem
schnellen Anstieg des Signals (1,67 und 1,25 fach, innerhalb 1h), gefolgt von einer
Normalisierung innerhalb der néchsten 3h. In den Patientenproben 68 und 71 blieb die
MRNA-Expression stabil, es wurde nur ein leichter Abfall des 1 h-Wertes detektiert. Bei

den Patientenproben 72 und 71 war nach 12 h bzw. 24 h (24 h 1,67; 1,32 fach) ein Anstieg
der LRP mRNA zu beobachten.
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Abb. 36: LRP-Expression in humanen NHBEZ-Kulturen nach H,O,-Inkubation. Behandlung
der NHBEZ-Kulturen mit 100 pM H,O, im Medium. Statistische Auswertung von RT-PCR
Anaysen (41, 62, 68, 71, 72, 74). Die zu den angegebenen Zeitpunkten geernteten Proben wurden
mit den unbehandelten Kontrollen (100 %) verglichen (Mittelwerte + SEM).

Wurden PLZ-Kulturen mit 100 uM H,O inkubiert, kam es nach einem tendenziellen
Anstieg des Signals nach 1 h, nach 24 h zu einer signifikanten Verringerung von immun-

detektierbarem LRP (Abb. 37a). Die untersuchten mRNA-Proben nach 24 h waren erhoht
(L70 auf 128,3 % und L74 auf 120,1 % der Kontrolle) (Abb. 37b).
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Abb. 37: LRP-Expression in humanen PLZ-Kulturen nach H,O,-Inkubation. Behandlung der
NHBEZ-Kulturen mit 100 pM H,O, im Medium. Statistische Auswertung (a) von Western-Blot
(L70, L75, L89) und densitometrische Auswertung (b) von RT-PCR Anaysen. Die zu den
angegebenen Zeitpunkten geernteten Proben wurden mit den unbehandelten Kontrollen (100 %)
verglichen (Mittelwerte + SEM). Signifikanzniveau: *, p<0,005



Ergebnisse 78

3.9.3. Einflu3 von Paraquat auf die Expression von MRP in NHBEZ und PLZ

Die Inkubation von NHBEZ-Kulturen mit 10 uM PQ fihrte nach 24 h zu einem Anstieg
der MRP-Expression (Abb. 38). Dies obwohl nur drei von sechs Einzelwerten erhoht
waren (Pat. 71, 74, 89 - Werte 1,87, 1,38, 1,51), die Werte der anderen Proben war
unverandert (Pat. 67, 72, 75 — Werte 0,99, 1,06, 1,03). Die Auswertung der RNA Proben
erbrachte keine statistischen Unterschiede. Es kam nach einem schnellen Abfall (1h Werte)
zu einer Erholung nach 4 h, mit eéinem Anstieg der 12 h und 24 h Werte. Auch hier gab es
zwischen den einzelnen Proben unterschiedliche Reaktionen. Bei Vergleich von Protein-
und mRNA-Daten fur identische Proben (n=5) konnte festgestellt werden, dass die Proben
67, 68, 72 (unveranderte Expression) und 71 (Erhohung) fur beide Parameter gleichsinnnig
verliefen. Bei Probe 74 war nach 24 h das Proteinsignal erhoht (1,5 faches der Kontrolle),
und die4 h, 12 h und 24 h Werte der mRNA waren erniedrigt (66,3 %; 59,6 %; 61,8 %).
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Abb. 38; MRP-Expression in humanen NHBEZ-Kulturen nach PQ-Inkubation. Behandlung
der NHBEZ-Kulturen mit 10 uM PQ im Medium. Statistische Auswertung von (a) Western-Blot
(67, 68, 71, 72, 74, 75, 89) und (b) von RT-PCR Analysen (41, 57, 62, 65, 66, 67, 68, 71, 72, 74). Die zu
den angegebenen Zeitpunkten geernteten Proben wurden mit den unbehandelten Kontrollen (100 %)
verglichen (Mittelwerte + SEM). Signifikanzniveau: *, p<0,05

Die Expression von MRP in PLZ-Kulturen nach PQ-Inkubation zeigt Abbildung 39a. Es
war ein tendenzieller Anstieg nach 4 h Inkubation mit PQ zu verzeichnen. Innerhalb der
Gruppe waren 4 von 7 Proben (L70, L71, L72, L75) weitgehend unverandert und bei
Proben L69, L74 und L89 ergab sich eine deutliche Erhthung. Dies kommt in den
insgesamt grofen Standardabweichungen zum Ausdruck. Die Werte fur die mRNA-
Expression (Abb., 39b) zeigen ebenfalls einen tendenziellen Anstieg der MRP mRNA nach
1 h Inkubation. Dieses Signal fiel dann wieder ab, ohne im experimentellen Zeitfenster den

Kontrollwert wieder zu erreichen. Auch hier standen wieder Proben fir eine paralele
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Betrachtung von Protein- und mRNA-Expression zur Verfigung. Es konnten jedoch fiir
die untersuchten Zeitpunkte beim Vergleich der verschiedenen Proben keine eindeutigen
Korrelationen festgestellt werden. So exprimierten PLZ-Kulturen von Patient 69 nach 24 h
verstarkt Protein, die mMRNA-Expression war unverandert (1 h, 24 h) oder erniedrigt (4 h).
Bel Kultur L70 blieb die Proteinexpression unverandert, das mRNA-Signal war jedoch
nach 1 h bzw. 4 h verstérkt (2,4faches der Kontrolle), der 24 h Wert war ebenfalls leicht
erhoht (1,5 fach).
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Abb. 39: MRP-Expression in humanen PLZ-Kulturen nach PQ-Inkubation. Behandlung der
PLZ-Kulturen mit 10 uM PQ im Medium. Statistische Auswertung von (a) Western-Blot (L69, L70,
L71, L72, L74, L75, L89) und (b) RT-PCR Analysen (L67, L69, L70, L74). Die zu den angegebenen
Zeitpunkten geernteten Proben wurden mit den unbehandelten Kontrollen (100 %) verglichen.
(Mittelwerte £ SEM)

3.9.4. Einflul? von H,0O, auf die Expression von MRP in NHBEZ und PLZ

Die Zugabe von H20, in das Kulturmedium (100 puM) fuhrte in NHBEZ-Kulturen zu einer
verringerten MRP-Expression (Abb. 40a). 4 h nach Versuchsbeginn kam es zu einer
kontinuierlichen Abnahme des detektierbaren Proteinsignals, nach 12 h und 24 h war
dieses statistisch gesichert (p <0,01, p <0,001 zur Kontrolle). Im Gegensatz zum Protein
stieg die mRNA-Expression in 5 von 6 untersuchten Zellkulturen wéahrend der
beobachteten 24 h an. Es konnte aber kein einheitlicher Verlauf der mRNA-Expression
innerhalb der Beobachtungszeit festgestellt werden (Abb. 40b). So stieg in den NHBEZ-
Kulturen der Patienten 41 und 71 die mRNA nach 4 h auf das 1,5 fache der Kontrolle an,
im weiteren Verlauf der Kultur fiel das Signa wieder ab (Patient 71, nach 24 h auf
0,75faches der Kontrolle). Bei den NHBEZ-Kulturen 68, 72 und 74 kam es innerhalb der
ersten Stunden zu einem Abfall der Expression, nach 24 h lagen die Werte Uber denen der

Ausgangswerte.
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Abb. 40: MRP-Expression in humanen NHBEZ-Kulturen nach H,O,-Inkubation. Behandlung
der NHBEZ-Kulturen mit 100 pM H,O, im Medium. Statistische Auswertung (a) von Western-Blot
(68, 71, 72, 74, 75) und (b) von RT-PCR Analysen (41, 62, 68, 71, 72, 74). Die zu den angegebenen
Zeitpunkten geernteten Proben wurden mit den unbehandelten Kontrollen (100 %) verglichen
(Mittelwerte + SEM). Signifikanzniveau: **, p< 0,01; ***, p< 0,001

Py

MRP a) Protein b) mMRNA PLZ
) 200 200 —
= @ih
. 150 1 * 150 o 4h
_ [ 24h
S 100 { 100
L
()

.; 50 50
o
n N < (42) n
= oL MWK 0
KH 1h 4h 12h 24h L70 L74
H 2O2 Hzoz

Abb. 41: MRP-Expression in humanen PLZ-Kulturen nach H,O,-Inkubation. Behandlung der
PLZ-Kulturen mit 100 uM H,O, im Medium. Statistische Auswertung von (a) Western-Blots (L70,
L72, L74, L75, L89) und (b) densitometrische Auswertung von RT-PCR Anaysen. Die zu den
angegebenen Zeitpunkten geernteten Proben wurden mit den unbehandelten Kontrollen (100 %)
verglichen. (Mittelwerte + SEM) Signifikanzniveau: *, p<0,05

Die Zellkulturen der peripheren Lunge reagierten auf Inkubation mit 100 uM H,O, mit
einem allméhlichen Anstieg der MRP-Expression (Abb. 41a). Nach 24 h war diese um
25 % erhoht (p <0,05). Zur Untersuchung der mRNA standen nur zwei Kulturen zur
Verfigung (Abb. 41b). In beiden Féalen konnte 24 h nach Inkubation mit H,O, keine
Veranderung der mRNA-Expression beobachtet werden. Bei Probe 70 kam esnhach 1 h zu
einer Erhthung des Signals.
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3.9.5. Einflussvon Paraquat auf die P-gp mRNA-Expression in NHBEZ und PLZ

Fur Untersuchungen der P-gp-Expression standen nur RNA-Proben zur Verfigung. Die
Kultivierung von NHBEZ-Kulturen mit 10 pM PQ im Medium erbrachte keine
signifikanten Veranderungen. Es konnte aber eine Einteilung in zwei Gruppen erfolgen.
Bei 4 der 7 untersuchten Kulturen kam es innerhalb der beobachteten 24 h zu einer
deutlichen mMRNA Expressionserhéhung (Patienten 41, 67, 68, 74 auf 1,5 - 3,5 faches der
Kontrollen), wobel es zeitliche Unterschiede gab. Bei den anderen 3 Patienten fiel die
MRNA-Expression im Verlauf von 24 h ab.
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Abb. 42: P-gp mRNA-Expression in humanen NHBEZ-Kulturen nach PQ-Inkubation.
Behandlung der PLZ-Kulturen (41, 62, 66, 67, 68, 71, 74) mit 10 uM PQ im Medium. Statistische
Auswertung von RT-PCR Anaysen. Die zu den angegebenen Zeitpunkten geernteten Proben
wurden mit den unbehandelten Kontrollen (100 %) verglichen. (Mittelwerte £ SEM)

Auch fur die mit 10 pM Paraquat inkubierten PLZ konnte eine Gruppierung hinsichtlich
der Reaktion auf den gegebenen Stressor vorgenommen werden. Wie in Abb. 43 zu sehen
ist, reagierten die Kulturen L67 und L69 mit einer Verringerung und die Kulturen L70 und
L74 mit einer Erhdhung der Pgp mRNA-Expression.
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Abb. 43: P-gp mRNA-Expression in humanen PLZ-Kulturen nach PQ-Inkubation.
Behandlung der PLZ-Kulturen mit 10 uM PQ im Medium. Densitometrische Auswertung von RT-
PCR Anaysen. Die zu den angegebenen Zeitpunkten geernteten Proben wurden mit den
unbehandelten Kontrollen (100 %) verglichen.

3.9.6. Einfluss von H,0, auf die Expression von P-gp mRNA in NHBEZ und PLZ

Normale humane Bronchialepithelzellen reagierten in alen untersuchten Kulturen mit
einer erhthten mRNA-Expression auf die Behandlung mit 100 uM H,O, (Abb. 44). In 5
der 6 untersuchten Proben geschah das in den ersten 4 h der Inkubation. Die Kulturen von
Patient 74 zeigten eine Reaktion erst nach 12 h bzw. 24 h.
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Abb. 44: P-gp mRNA-Expression in humanen NHBEZ-Kulturen nach H,O,-Inkubation.
Behandlung der PLZ-Kulturen (41, 62, 68, 71, 72, 74) mit 100 pM H,O, im Medium. Statistische
Auswertung von RT-PCR Anaysen. Die zu den angegebenen Zeitpunkten geernteten Proben
wurden mit den unbehandelten Kontrollen (100 %) verglichen. (Mittelwerte £ SEM)
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Auch PLZ-Kulturen reagierten mit einem Anstieg der mRNA fir das P-gp (Abb. 45). Es
konnten nur zwei Patienten miteinander verglichen werden. In Probe L74 stieg der mRNA-
Gehalt innerhalb der ersten 4 h Stunden an (> dreifaches der Kontrolle) und fiel dann
langsam wieder ab, ohne innerhalb des beobachteten Zeitintervalls wieder den
Ausgangsgehalt zu erreichen. Bei Probe L70 wie auch bel L74 wurde der P-gp mRNA-
Gehalt 24 h nach H,O,-Behandlung verdoppelt.
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Abb. 45: P-gp mRNA-Expression in humanen PLZ-Kulturen nach H,O.,-Inkubation.
Behandlung der PLZ-Kulturen mit 100 pM H,O, im Medium. Densitometrische Auswertung von
RT-PCR Anaysen. Die zu den angegebenen Zeitpunkten geernteten Proben wurden mit den
unbehandelten Kontrollen (100 %) verglichen.
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4. Diskussion

Die Lunge stellt das priméare Kontaktorgan fur ale inhalativ aufgenommenen Xenobiotika
dar und wird auf Grund der hohen Durchblutungsrate durch systemisch verflgbare
Fremdstoffe belastet (Foth, 1995). Neben der respiratorischen Funktion geraten die
metabolischen Potenzen der Lunge zunehmend ins Blickfeld des Interesses. Die
biochemischen Faktoren sind durch ein lungenspezifisches Muster von Enzymen des Phase
[- und Phase II-Metabolismus sowie durch die Vertellung von Transportproteinen
charakterisiert.

Dabel ist zu beachten, dass im Respirationstrakt die Inhaation von vielen Gasen, z.B. NO,,
SO,, Ozon und Partikeln sowie das systemischen Anfluten von Fremdstoffen in einem

engen Zusammenhang mit der Entstehung von ROS und freien Radikalen stehen.
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Abbildung 46 illustriert noch einmal die in dieser Arbeit untersuchten Zellsysteme, ihre
topographische Verteilung und Expositionsmoglichkeiten.

Die Ausldsung von Lungentumoren durch die Aktivierung prokanzerogener Verbindungen
zeigt, dass die Lunge auch fur die Biotransformation von grof3er toxikologischer
Bedeutung ist. So hat die Lunge im Vergleich zur Leber (unter Beriicksichtigung von
Organmasse und metabolisch aktiver Zelltypen) sogar einen hoheren Substratumsatz (Foth,
1995; Foth et a., 1995 Schrader et a., 1998; Schulze et a. 1998). In
Kanzerogenitétsstudien konnte gezeigt werden, dass dabel bestimmte Zellpopul ationen des
Lungengewebes auf dul3ere Einflisse empfindlicher reagieren. Von den mehr as 40 in der
Lunge identifizierten Zelltypen konnte nur fir wenige die Beteiligung am Stoffwechsel
von Fremdstoffen nachgewiesen werden. Dazu zéhlen All-Zellen, Clara-Zellen, Zilien-
tragende Bronchiaepithelzellen und pulmonédre Alveolarmakrophagen (Belinsky et a.,
1990; Baron und Voigt, 1990; Belinsky et a., 1991; Belinsky et a., 1992; Synday et al.,
1995).

4.1. Radikalische Schadigung durch Paraquat und Wasser stoffperoxid

Die einzelne Zelle vermag bis zu einem gewissen Grad, oxidativen Stress zu tolerieren,
Schéden zu reparieren oder sich mit einer Steigerung von Schutzmechanismen (z.B.
Expression antioxidativer Enzyme, erhohte GSH-Spiegel) anzupassen. Die toxischen
Wirkungen auf die Zelle kdnnen damit reversibel sein. Irreversible Veranderungen fihren
zum vollstandigen Untergang der Zelle, z.B. durch den programmierten Zelltod (A poptose)
oder die sofortige Nekrose. In vidlen Zellsystemen ist die Induzierbarkeit des
programmierten Zelltodes durch ROS und die Aufhebung bzw. Verlangsamung durch
Antioxidanzien nachgewiesen (Buttke und Sandstorm, 1995).

Eine Inkubation mit PQ fuhrte in All-Kulturen und den Tumorlinien H322 und H358 zu
einer konzentrationsabhangigen Verminderung der Vitalitéat (MTT-Assay; Abbildung 12,
Kapitel 3.2.). Mit PQ behandelte All-Primérkulturen reagierten sensitiver als H358 und
H322-Zellen. Zwischen den beiden Lungentumorlinien traten nur tendenzielle
Unterschiede auf. Dabel waren die All-Zell-ghnlichen H358 empfindlicher als die Clara-
Zdll-ahnlichen H322. Die beobachteten Sensitivitétsunterschiede traten tendenziell schon
bei niedrigen PQ-Konzentrationen auf, was fir ein unterschiedliches Aufnahmevermdgen
der Zellen spricht. Smith et al. haben 1974 konzentrationsabhangige Unterschiede bei der
PQ-Aufnahme durch Lungenzellen beschrieben. Bel niedrigen Konzentrationen waren nur

All-Zellen betroffen, da diese PQ Uber eine aktiven Mechanismus aufnehmen. Hohe
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Konzentrationen schadigten die verschiedenen Zellpopulationen gleichermalien, da hier die
aktiven Transportprozesse gegenuiber der passiven Aufnahme durch Diffusion weniger
zum Tragen kamen.

Chen et a. (1992) haben belegt, dass die Aufnahme von PQ in All-Zellen in Kultur
zeitlich begrenzt ist und nur eine bestimmte maximale Menge aufgenommen wird, diese
liegen weit unter den von in vivo gefundenen Werten. Dort wurden in All-Zellen bis zu 50
-fach hohere PQ-Konzentrationen als im Blutstrom gefunden (Witschi et al., 1977). Die
Tatsache, dass derselbe Zelltyp in vivo solch hohe Paraguatmengen gegen einen
Konzentrationsgradienten akkumuliert, in vitro dagegen nicht, kann an der fehlenden
basal-apikalen Ausrichtung in Kultur liegen. PQ wird in vivo Uber einen aktiven
Transportmechanismus (Polyamin-Transporter) aus dem Blut, aso Uber die basae Seite
aufgenommen (Ameno et al., 1994; Baldwin et al., 1975; Chen et al., 1992; Hayes und
Laws, 1991; Hoet et al., 1994; Smith, 1981 und 1986; Witschi, 1977). Es ist anzunehmen,
dass die verantwortlichen Transporter unter den gewahlten Kulturbedingungen (keine Luft-
Flissigkeits-Grenzschicht) nur schwach exprimiert sind, da die apikal-basale Ausrichtung
fehlt und es dadurch zu einer verénderten Transporter-Expression gekommen sein kann.
Die Persistenz von PQ im Kulturmedium der Lungentumorlinien konnte tiber 48 h belegt
werden, d.h. Uber den ganzen Inkubationszeitraum blieb die Konzentration von PQ im
Kulturmedium konstant.

Zwischen den mit H,O, behandelten Zellen gab es keine Sensitivitétsunterschiede (MTT-
Test). Eine Inkubation mit H,O, flhrte in allen drel untersuchten Zell-Typen zu einer
konzentrationsabhéngigen Verminderung der gemessenen  Stoffwechsel aktivitét
(Abbildung 12, Kapitel 3.2.). Wasserstoffperoxid wird innerhalb von 30 min aus dem
Zelmedium eliminiert, es diffundiert sehr schnell in ale Zellen und wird dort
verstoffwechselt (Engstrom et al., 1990; Heberlein et al., 2000; Réhrdanz und Kahl, 1998).
Eine direkte radikalische Schadigung kann also im Gegensatz zum PQ nur wahrend dieser
relativ kurzen Zeitspanne stettfinden. Die entstehenden Schéden an kultivierten Zellen
durch H;O, sind in viden Studien belegt, z.B. Mitochondrien- und Kern-Genom-
Veranderungen (McDonald et al., 1993).

Andererseits kann H,O, durch seine schnelle Verfligbarkeit, einen raschen Abbau und gute
Membranpermeabilitét ideal als Signalmolekil (second messenger) fir verschiedene
Stimuli fungieren (Remacle et a., 1995).

Die generierten Radikale (z.B. von Paraguat und H,O,) sind sehr kurzlebig und die

Schéden werden von den Reparatursystemen der Zelle zum Teil sofort repariert. Eine
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Maoglichkeit einen Einblick in den Wirkungsmechanismus dieser Radikale zu bekommen,
ist die Bestimmung von oxidativen Veranderungen an Molekulen, z.B. DNA-Strangbriiche
oder anhand von Folgeprodukten einer radikalischen Schadigung, z.B. nach
Lipidperoxidation von Membranbestandteilen. In dieser Arbeit wurde Malondialdehyd
(MDA) im Medium der All-Zellen, H358 sowie H322 nach einer Inkubation mit PQ oder
H,O, untersucht. MDA ist ein Abbauprodukt der Lipidperoxidation und gibt Auskunft
darliber, ob die verwendeten Stressoren und/ oder daraus generierte ROS in der Lage sind,
Membranbestandteile zu schadigen.

MDA und damit die Lipidperoxidation konnte schon in den unbehandelten Kulturen
detektiert werden (Abbildung 13, Kapitel 3.3.). Priméare All-Zellen zeigten dabei hohere
MDA-Spiegel (0,73 pM) im Kulturmedium als die Tumorlinien H322 und H358 (0,35 pM;
0,46 pM). Die Tumorlinien scheinen demnach besser an den "Stress' der Kultivierung
angepasst zu sein as die primaren All-Zellen. Aus den Beobachtungen lasst sich ebenfalls
ableiten, dass die Lipidperoxidation einen "normalen" Prozess in lebenden Systemen
darstellt und von den Reparatursystemen der Zellen erfasst werden muss.

Im Kulturmedium der All-Zellen fand nach Inkubation mit PQ und H,O, ein
konzentrationsabhéngiger Anstieg von MDA statt. Schon bel niedrigen Konzentrationen
(50 uM PQ, 100 uM H,0g, Vitalitat 75% bis 85%) wurde eine signifikante Erhohung von
MDA im Kulturmedium gemessen, wahrend sich in Kulturen der Tumorlinien H322 und
H358 auf PQ kein, und auf H,O, erst ab 1 mM ein signifikanter Anstieg fand, welcher bei
noch hdheren Konzentrationen nicht weiter anstieg. Ab dieser Konzentration von 1 mM
H.O, waren weniger as 50% der metabolischen Aktivité nachzuweisen.

Die Messungen der MDA-Spiegel in den Tumorlinien H322 und H358 erfolgten in All-
Z€ell-Medium, da eine Messung in DMEM, dem Standardmedium der Tumorlinien, mit der
zur Verflugung stehenden Untersuchungsmethode nicht méglich war. Da Tumorlinien,
nach 24 h Kultur im All-Medium kultiviert wurden, fast die doppelte metabolische
Aktivitdt (MTT-Test) gegeniber Kontrollzellen in DMEM zeigten (Daten nicht
dargestellt), muss offen bleiben, ob das Ausbleiben von MDA typisch fr die Tumorlinien
ist oder im Wesentlichen auf Einflisse seitens der Komponeneten im All-Medium
zurlickgefuhrt werden kann.

Eine Lipidperoxidation an Membranen tritt ein, wenn das reaktive Produkt in der Lage ist,
ein Wasserstoffatom von einer Methylengruppe der Membranfettsduren zu entreif3en. Das
entstehende Kohlenstoffradikal kann wieder mit Sauerstoff reagieren und andere Peroxyl-
Radikale konnen entstehen. Eine einzige Initiation kann, je nachdem wo das erste
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Wasserstoffatom abgespalten wurde, unterschiedliche Mengen an Hydroperoxidmolekilen
generieren. Superoxidanionen und Wasserstoffperoxid sind nicht der Lage diese
Kettenreaktion anzustoRen, wahrend die Hydroxylradikale auf Grund ihrer grof3en
Reaktionskraft als die eigentlich ausldsende Spezies angesehen werden (Gardner, 1989;
Wagner et a., 1994).

MDA ist nur ein Abbauprodukt der Lipidperoxidation. Es existiert entsteht hauptséchlich
bei der Peroxidation von Linol- und Arachidonsaure. In Sdugerzellen wird es sehr schnell
Uber Malonsdure und Azetaldehyd zu Azetat verstoffwechselt (Esterbauer et al., 1991).
MDA selbst besitzt toxische Eigenschaften und kann mit den verschiedensten
Zellbestandteilen, sogar mit DNA reagieren (Benamira et al., 1995). Ein Nachweis im
Kulturmedium kann nur unverstoffwechseltes und freies, aul3erhalb der Zellen befindliches
MDA erfassen. Es muss entweder aus der intakten Zelle transportiert werden, direkt an der
Oberflache entstehen oder bei ihrer volligen Zerstorung freigesetzt werden. Im genutzten
Untersuchungssystem war nur die Summe dieser Vorgange erfal3bar. Aus diesem Grund
spricht das Ausbleiben eines Anstiegs von MDA im Kulturmedium der Tumorlinien nicht
gegen das Vorliegen eines radikalischen Schéadigungsprozesses in den Zdllinien. So
fanden Ogata und Manaba 1990, 3 Tage nach PQ-Inkubation ultrastrukturelle Schaden im
Alveolarepithel, ein Anstieg von MDA aber erst nach 5 Tagen. Der sprunghafte Anstieg
von MDA im Kulturmedium durch H,O, (zwischen 0,5 und 1 mM) in den Tumorlinien
konnte mit dem Auflésen des Zellverbandes und der resultierenden Freisetzung von MDA
erklart werden.

In einem Mikrosomen-System war die MDA-Bildung proportional abhéngig von den
Konzentrationen an PQ, Sauerstoff, NADPH, der Inkubationszeit und umgekehrt
proportional vom Zusatz an SOD und Vitamin E (Tomita und Okuyama, 1994; Trush et
al., 1981). Hoet et al. zeigten 1997 einen drastischen Anstieg der PQ-Toxizitét in All-
Zellen der Ratte und des Menschen mit steigendem Sauerstoffpartialdruck. Die
toxikologische Wirkung von Paraguat wird demnach von der Enzymausstattung (PQ-
reduzierendes kontra antioxidativ schitzendes System), dem Sauerstoffpartialdruck und
der erreichten PQ-Konzentration im Gewebe bestimmt. Dies ist ein Korrelat der PQ-
Lungentoxizitét, die typischerweise zu ener Lungenfibrose mehrere Wochen nach

Exposition fhrt.
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4.2.Expression von mdr1b in All-Zel-Kulturen der Ratte

Alveolar Typ I1-Z€ellen stellen einen hochdifferenzierten Zelltyp der Saugerlunge dar. Die
Priméarkultur isolierter All-Zellen ermdglicht es, diese wichtige Zellpopulation der Lunge
zu untersuchen. All-Zellen sind mal3geblich an der Aufrechterhaltung der Morphologie
und Funktion der Saugerlunge beteiligt. Nach Verletzungen des Lungenepithels
proliferieren sie und differenzieren zu Al-Zellen (Adamson, 1974, Adamson, 1975; Evans,
1975; Mason und Williams, 1977). Durch die Sekretion extrazelluldrer Matrix- und
Membran-abbauender Enzyme (z. B. Metalloproteinasen; Pardo, 1997) und aufbauender
Komponenten (z. B. Fibronektin, Kollagen; Dunsmore und Rannels, 1995; Rannels, 1987;
Simon, 1993) sind sie aktiv am Epithelaufbau und dessen Reparatur beteiligt. Sie
synthetisieren, speichern und sezernieren Surfactant (Buckingham, 1964; Askin, 1971;
King, 1974) und sind am FlUssigkeits- und Elektrolyttransport der Alveolen beteiligt
(Mason, 1982 und 1983). Durch ihre exponierte Lage im Korper sind sie einer Vielzahl
inhalativ aufgenommener und systemisch verfugbarer Stoffe direkt ausgesetzt, andererseits
aber auch am Metabolismus und so einer moglichen Aktivierung beteiligt (Castranova,
1988; Schrader, 2000).

Die Aufrechterhaltung physiologischer Funktionen (z.B. Surfactant-, Enzym- und Matrix-
Komponenten-Produktion oder von Transportfunktionen) sind sehr stark von den
Kulturbedingungen abhangig. So kommt es in All-Zellen wahrend der Kultur zu einer
Anderung der Zelform (Abflachung und Ausbreitung), zu einer verminderten
Surfactantsynthese und zu verdnderter Cytochrom-P450-Expression (Dobbs, 1985 und
1990; Glatt et al., 1988; Simon et al., 1991). Dabel ist unklar, ob die Veranderungen in
vitro einer Dedifferenzierung der All-Zellen zuzuordnen sind oder einer Differenzierung
zu Alveolar Typl-Zellen entsprechen. Die Ausdifferenzierung zu Al-Zellen besitzt in vivo
eine grof3e Bedeutung fur die Entwicklung und Regeneration des alveoléren Epithels, das
eine grof}e Rolle im Gasaustausch der Lunge spielt und somit primér respiratorische
Funktionen erfillt (Adamson, 1974; Adamson, 1975; Evans, 1975; Mason und Williams,
1977).

In der vorliegenden Arbeit wurden Kulturen dieses Zelltyps Uber einen Zeitraum von 4
Tagen untersucht. Mit Hilfe einer speziellen Farbetechnik (Mason et a., 1985) und durch
el ektronenmikroskopische Untersuchungen wurde im untersuchten Zeitintervall der Erhalt
eines wichtigen All-Zell-Markers (Surfactant-Produktion; Abbildung 10, Kapitel 3.1.1.)

nachgewiesen. Die kultivierten Zellen waren zu > 90 % All-Zé€llen.
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P-Glykoproteine zeigen in der Lunge im Vergleich zu anderen Organen (z.B. Leber, Darm,
Niere) nur eine geringe Expression (Borst, 1993). Diese Expression ist zwischen den
einzelnen Abschnitten der Lunge unterschiedlich verteilt. So lief3 sich P-gp im Bronchus
(apikale Bereiche) nicht aber in Pneumozyten detektieren (Biedler, 1992; Cordon-Cardo,
1990). Auch Kapillarendothelzellen der Bronchien und der alveol&ren Bereiche zeigen nur
eine schwache oder keine Expression (Cordon-Cardo, 1989 und 1990).

Die mdrlb mRNA-Expression frisch isolierter All-Zellen der Rattenlunge war nur gering
ausgepragt. Es kam jedoch unter den gewdhlten  Kulturbedingungen
(Kollagenbeschichtung, Medienzusammensetzung siehe Kapitel 1.2.3) zu ener
zeitabhangigen intrinsischen mRNA-Uberexpression (Tag 3, vierfach gegeniiber Tag 0;
Abbildung 14, Kapitel 3.5.1.). Eine unspezifische RNA-Expression konnte durch
Amplifikation von R-Aktin mRNA ausgeschlossen werden. Aus Untersuchungen an
Rattenhepatozyten ist eine intrinsische Uberexpression ebenfalls bekannt, auch dort kommt
es in Abhangigkeit von der Kulturzeit zum Anstieg der mdr1b-Expression (Silverman und
Schrenk, 1995; Hirsch-Ernst, 1995 und 1998; Fardel et a., 1997; Lee et al., 1995; Ziemann
et a., 1999). Hill et a. zeigten 1996, dass zwischen verschiedenen Rattenstammen
(Sprague-Dawley, Fischer, Wistar) diese zeitabhéngige mdrlb mRNA-Expression in
Hepatozyten unterschiedlich stark ausfiel (2-; 3,5- und 4,6-fach). Der von dieser
Arbeitsgruppe festgestellte Anstieg der Expression in Hepatozyten von Wistar-Ratten (4,6-
fach), konnte in vergleichbarer Hohe (4-fach, Abbildung 14a, 3.5.1.) auch in den
untersuchten All-Zellen des gleichen Stammes gemessen werden. Ziemann et al. (1999)
zeigten, dass auch das funktionelle P-gp (Rhodamin 123-Efflux) in Primarkulturen von
Rattenhepatozyten verstarkt exprimiert wurde.

Transportstudien konnten an den hier untersuchten All-Zellkulturen leider nicht
vorgenommen werden, da die Anzahl an Versuchstieren und daraus resultierend auch die
Anzahl einzusetzender Primérkulturen limitiert war und nicht geniigend Ausgangsmaterial
fUr eine zuverlassige Messung bereitgestel It werden konnte.

Die mdrlb-Isoform der Rattenleber zeigt auch in vivo eine intrinsische, nicht Xenobiotika-
vermittelte  Uberexpression im Rahmen von Cholestase, Leberregeneration und
Hepatokarzinogenese (Schrenk et al., 1992; Nakatsukasa et al., 1993; Teeter et al., 1993).
Diese ist mit einer Resistenz gegenlber hepatotoxischen Verbindungen assoziiert
(Silverman und Schrenk, 1997). Die genauen Regulationsmechanismen bedirfen noch der
Aufklarung. In Zellkulturen der Lunge ist ebenfals noch unklar, welchen Einfluss die

Komponenten des Kulturmediums und die Zusammensetzung der extrazellularen Matrix
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auf die mdrlb Expression haben. Es ist z. B. bekannt, dass Insulin (Bestandteil des
verwendeten All-Mediums) die mdrlb Expression in Ratten-Hepatomzellen, aber nicht in
primér kultivierten Rattenhepatozyten induziert (Zhou und Kuo, 1997). Der Einflul3 von
Serum als Medienzusatz ist ebenfalls beschrieben. Zellkulturen in serumhaltigen Medien
zeigten eine 4 - 6fach verlangerte P-gp-Halbwertszeit als serumfreie Kulturen gleicher
Zellen (Muller et al., 1995). Die nicht normierbare Zusammensetzung verschiedener
Seren-Chargen (u. a. Hormone, Wachstumsfaktoren, Enzyme) schliefdt aus die Einfllisse im
Einzelnen zu steuern. Dies mul3 beim Vergleich entsprechender Kultursysteme
berticksichtigt werden.

Schuetz und Schuetz (1993) konnten fur Primarkulturen von Rattenhepatozyten zeigen,
da® Laminin und Typ IV Kollagen, wenn sie als extrazelluldre Matrixkomponenten
eingesetzt werden, physiologische Modulatoren der basaen und chemotherapeutisch
induzierbaren Expression von P-gp darstellen. Die extrazelluldre Matrix beeinflusst die
Differenzierung und den Metabolismus vieler Zellen in vitro (Kleinmann et al., 1986 und
1987). Diesist in soweit von Interesse, dadie hier untersuchten All-Zellen in vivo aktiv am
Aufbau und der Regeneration des Lungengewebes beteiligt sind. Sie synthetisieren Matrix-
Bestandteile (Fibronektin, Kollagen Typ IV, Laminin und Proteoglykane) aber auch
Matrix-Metallo-Proteinasen wie Kollagenasen und Gelatinasen (Dunsmore und Rannels,
1995; Rannels, 1987; Simon, 1993; Pardo, 1997). Zusétzlich zu den Zell-Matrix-K ontakten
sind auch Zell-Zell-Wechselwirkungen an der mdr1b-Expressions-Regul ation beteiligt. Mit
hoher Dichte kultivierte Zellen zeigen gegentber Kulturen mit ,normaler* Zelldichte eine
deutlich erhohte Halbwertzeit fir P-gp (Muller et al., 1995). Die Regulation der mdrlb-
Expression durch Zell-Zell- und Zell-Matrix-K ontakte konnte dabei Uber Veranderungen
des Zytoskeletts (Zellgestalt) erfolgen, da vermittelnde Zelladhésionsproteine und
Integrinrezeptoren mit Aktin-Mikrofilamenten des Zellskeletts in Wechselwirkungen treten
(Rouslahti und Obrink, 1996). All-Zellen zeigen, so lange sie im Gewebeverband
eingebettet sind, eine kuboidale Form. Wahrend des Wachstums auf Kulturoberflachen
(z.B. Plastik mit rigider Kollagenbeschichtung) ist eine abgeflachte Form zu erkennen.
Gleichzeitig kommt es im Verlauf der Kultur zur Einstellung All-Zell-spezifischer
Funktionen (Surfactantsynthese, Cytochrom-P450-Expression; Dobbs, 1985 und 1990,
Glatt et a., 1988; Simon et al., 1991). Demgegenuber stieg die mdrlb-Expression in All-
Zellen wahrend der Kultur an. Dabei ist unklar, ob diese in vitro Verénderungen einer
Dedifferenzierung der All-Zellen zuzuordnen sind oder einer Differenzierung zu Al-Zellen

(wie z. B. bei Regeneration des respiratorischen Epithels nach Schadigung) entsprechen.
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Es bleibt demnach noch zu klaren, wie die mdrlb Expression in All-Zellen unter
verschiedenen Kulturbedingungen reguliert wird. Veranderungen der mdrl1b-Expression im
Rahmen von Regenerationsprozessen oder im Verlauf fibrotischer Verénderungen der
Lunge konnten weitere Erkenntnisse Uber die endogene Regulation dieses Proteins

hervorbringen.

Primarkulturen von All-Zellen reagierten sowohl auf den kurzlebigen Stressor H,0,
(Nachweisdauer in serumhaltigen Kulturmedien 10 - 30 min; Simon, 1991; Engstrom,
1990) als auch auf PQ mit einem konzentrationsabhéngigen Anstieg der mdrlb mRNA
Expression (Abbildungen 15 und 16, Kapitel 3.5.2.). Dabei waren die Zellen empfindlicher
gegenlber Paragquat. Um die gleiche Erhéhung der Expression (50 %) zu erreichen war
eine 10fach héhere H,0, Konzentation notwendig (10 uM zu 100 pM). [3-Aktin als Marker
fur den allgemeinen Zellstatus blieb bei niedrigen Konzentationen (10 pM PQ, 50uM
H.O,) stabil. Hohe Konzentrationen (50 uM PQ, 100 uM H,0,) fuhrten zu einem Abfall
des 3-Aktin Signals (Abbildungen 15b und 16b, Kapitel 3.5.2.). Die entsprechenden MTT-
Daten zeigten fur Paraguat ebenfalls einen deutlichen EinfluR auf den algemeinen
Zélstatus (50uM, nur noch 70 % Vitalitdt). Fir beide Stressoren wurden fur die hohen
Konzentrationen (50 uM PQ, 100uM H,0,) erhthte MDA-Spiegel im Medium (oxidative
Schédigung der Zellmembranen) gemessen.

Mediatoren von ROS fihren in Rattenhepatozyten zu einer Erhéhung der intrinsischen
Expression von mdrlb P-gp. Die intrinsische als auch die durch ROS induzierte
Expression &3t sich durch die Gabe von Antioxidanzien vermindern (Bae et al., 1997,
Hirsch-Ernst et al., 1998; Ziemann et al., 1999). Hirsch-Ernst et al. (2000) konnten in
Primarkulturen von Rattenhepatozyten eine 50 %ige Steigerung der mdrlb mRNA-
Expression durch 50 uM H,0, feststellen. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde fir
die All-Zellen der Rattenlunge eine &dhnliche Groélenordnung beobachtet (50 %ige
Steigerung der mdr1b-Expression durch 100 uM H»05). Die Expressionssteigerung in den
Hepatozytenkulturen ist offenbar sensitiv gegentiber Sauerstoff, da diese durch Erhéhung
des Sauerstoffanteils in der Brutschrankluft (8 % auf 16 %) noch weiter verstarkt werden
konnte. Ziemann et al. (1999) zeigten aufllerdem eine paralele Erhdhung der mdrlb-
Expression und der Poly-ADP-Ribose-Polymerase (PARP)-Aktivitdt durch 1mM H,0..
Die PARP (ein evolutiondr konserviertes Kernprotein) wird ausschliefdlich durch Einzel-
und Doppelstrangbriiche in der DNA aktiviert (Burkle et al., 1993). Wartenberg und
Mitarbeiter (2001) zeigten einen konzentrationsabhangigen Einflul3 einer H,O,-Inkubation
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auf die P-gp-Expression in humanen Karzinom-Zellen. Zelltoxische H,O,-Konzentrationen
(750 uM) fihrten zu einer verstérkten Expression von P-gp, subletale Konzentrationen

(1 UM und 200 uM) flrten zu einer verminderten Expression.
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Abbildung 47: (a) Induktion der Expression des MDR1-Gen-Produkts (P-gp) durch exogene
EinflUsse (Literaturdaten aus priméaren Rattenhepatozyten) und (b) Arbeitsmodell der Modulation der
ABC-Transporter in den untersuchten Lungenzellen.

Ein Zusammenhang zwischen Generierung intrazellulérer ROS durch EGF und TNF-a und
verminderter P-gp-Expression wurde ebenfalls beobachtet (Wartenberg et a., 2001; Stein
et a., 1996 und 1996a). Zu beriicksichtigen ist aber, dal3 wahrend Signaltransduktions-
vorgangen ROS in bedeutend geringeren Mengen anfalen (nM - pM), as fir die
Generierung von DNA-Strangbriiche (mM) notwendig ist (Burdon et a., 1996). Die
Ursachen der Steigerung der Expression (50 pM; Hirsch-Ernst et al., 2000) oder einer
verminderten Expresson (Wartenberg et al., 2001) des P-Glykoproteins durch
vergleichbare Konzentrationen H,O, (1 uM bis 200 uM), kénnen verschiedene Griinde

haben. Die Untersuchungen der zwei Arbeitsgruppen erfolgte zum einen in verschiedenen
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Spezies (Ratte vs. Human) zum anderen in unterschiedlichen Kultursystemen
(Normalzellen vs. Tumorzellen). Die Promotorregionen des mdrlb-Gens (Ratte) und des
MDR1-Gens (Mensch) sind zum Teil bekannt. Die Vielzahl der moglichen
Wechselwirkungen bedurfen aber noch weitergehender Abklarung. So ist z. B. unbekannt,
ob speziesspezifische und/oder organspezifische Expressions-Muster vorliegen. Die
Ergebnisse dieser Arbeit und der Arbeitsgrupppen von Hill (1996) und Hirsch-Ernst (2001)
deuten darauf hin, dal3 die mdrlb-Expression innerhalb der Spezies (Ratte) fur H.O,
zwischen Leber und Lunge Parallelitéten aufweist.

Die Abbildung 47a fal3t noch einma mdgliche Regulationswege die aus Untersuchungen
an Hepatozytenkulturen bekannt sind zusammen. Abbildung 47b zeigt mdgliche
Wechselwirkungen im Lungensystem.

Unbestritten ist, dal3 exogene radikalische Intermediate a's auch endogen gebildete ROS an
der Regulation der P-gp-Expression beteiligt sind. Wechselwirkungen mit der Expression
Antioxidativer Enzyme (AOE; z. B. Katalase, Superoxid-Dismutasen) sind zu vermuten.

4.3. Einflul3 der Kulturbedingungen auf die Expression von

LRP, MRP und P-gp in Lungentumorlinien

Biophysikalische Wechsalwirkungen wie Zell-Zell- sowie Zell-Matrix-Kontakte spielen
eine wichtige Rolle in der Entwicklung, Rekonstruktion, Differenzierung und
Pathophysiologie von Geweben (Ruoslathi und Obrink, 1996). Die Genexpression
unterliegt dabei einer differenziellen Regulation durch ein komplexes Netzwerk an
Faktoren. Dazu zdhlen Bestandteile der extrazelluldren Matrix, Hormone,
Wachstumsfaktoren, Zytokine, Nahrstoffe, Sauerstoff aber auch Fremdstoffe.

Um den Einfluss der Zelldichte und somit von Zell-Zell-Interaktionen auf die Expression
der Transporter zu untersuchen, wurden die Z€elllinien H358 und A549 in unterschiedlicher
Dichte kultiviert. Die LRP und Pgp mRNA Expression war in beiden Zelllinien von der
Zdlldichte unbeeinflufd (Abbildung 17; 3.6.). Fir LRP liegen bis dato keine Erkenntnisse
uber den Einfluss von Zell-Zell-Interaktionen auf die Expression vor. Im Falle des P-gp ist
bekannt, dass sowohl mit niedriger als auch mit hoher Zelldichte kultivierte Zellen eine
verlangerte Proteinhalbwertzeit und einen erhdhten Gehalt an funktionell aktivem Protein
im Vergleich zu mit ,normaler® Dichte kultivierten Zellen aufweisen (Le Bot et al., 1994;
Muller et a., 1995). Demgegentber bleibt der mMRNA-Gehalt weitgehend unverandert (Lee
et a., 1993; Hill et a., 1996). Was auf eine trandationale oder posttrandationae
Regulation der von der Zelldichte abhéngigen Expression hinweist. Zhang und Ling (2000)
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vermuten einen Zusammenhang zwischen erhdhter P-gp-Stabilitdt und Zellzyklus
abhangigen Prozessen in der G1/GO-Phase. Ob diese erhohte Stabilitét durch Inhibierung
von normalen Degradationsprozessen, durch einen vermehrten Schutz oder bessere
Stabilisierung hervorgerufen wird, ist aber weiterhin nicht klar.

Im Falle der MRP mRNA waren Unterschiede zwischen beiden Zelllinien zu erkennen. So
blieb in H358 Zellen die Intensitét der Banden unveréndert, in den A549-Zellen konnte ein
Anstieg des Signals mit zunehmender Dichte der kultivierten Zellen beobachtet werden
(Abbildung 17, 3.6.). Die untersuchten Zelllinien stammen vom selben Zdltyp (All-
Zellen) ab und unterscheiden sich unter anderem durch ihren p53 Status (A549 — Wild-typ,
H358 — p53 negativ). Der Einfluss von p53 auf die Expression von MRP ist aber nicht
eindeutig geklart. So fanden Wang und Beck (1998) eine Suppression der MRP1-
Promoteraktivitat durch Wild-typ p53. Sullivan et a. (2000) bestétigten diese Ergebnisse.
Eine p53 Mutation fuhrte in Kolonkarzinomzellen zu einer verstérkten MRP Expression.
Demgegentiber konnten Lin-Lee et a. (2001) keine eindeutigen Korrelationen zwischen
p53 Mutationen und verstarkter Induktion der MRP-Expression in verschiedenen
Kolonkarzinomzelllinien feststellen. Sie vermuten, dass die Art der p53-Mutation oder

weitere Faktoren die Beeinfluf3barkeit der MRP-Expression bestimmen.

Z€ll-spezifische Funktionen gehen in Kulturen auf rigiden Oberflachen mit fortlaufender
Generationszeit verloren. So dedifferenzieren All-Zellen in  Primérkulturen trotz
Kollagenbeschichtung zu Al-Zellen (éhnlich wie bel der Rekonstruktion des
Lungenepithels), was mit Verdnderungen morphologischer und biochemischer Parameter
einhergeht. Sie zeigen z.B. eine fur Al-Epithelzellen typische abgeflachte Form und
verlieren unter anderem die Fahigkeit Surfactant zu produzieren.

Mit speziellen Techniken lassen sich aber fir Lungenepithelzellen in vivo-nahe
Kulturbedingungen redliseren. So ist es mdglich, Zellen auf pordsen
kollagenbeschichteten Filterinserts zu kultivieren. Die Zellen werden durch das
Filtermaterial (basal) hindurch mit Medium versorgt, die Oberseite (apikal) der Kultur wird
der Umgebungsluft (Brutschrank) ausgesetzt oder kann gezielt mit Gasen inkubiert werden
(siehe Abbildung 8, Kapitel 2.2.8.). Die so erhaltenen Kulturen zeigten Erhalt und sogar
Wiedererlangung All-Zell-typischer Parameter. Es kommt unter diesen Bedingungen zu
einer Umkehr der Dedifferenzierungvorgange, zur Wiedererlangung der Surfactant-
Produktion. Diese Methode bietet auch die Moglichkeit Transportprozesse an einer Luft-
Flissigkeits-Grenze (&hnlich dem alveolaren Epithel) zu untersuchen (Mathias et al., 1995;
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Kohsa et a., 1996; Dobbs et al., 1997). Der hohere materielle und technische Aufwand
sowie die Limitierung der Versuchstierzahl (Zellpréparationen) lief?en eine Kultivierung
der All-Zellen unter diesen Bedingungen nicht zu. Auch die humanen Lungenzellen
(NHBEZ und PLZ) konnten mit dieser Methode (Kultur auf Filterinserts) nicht kultiviert
werden. Untersuchungen zur Modulation der Expression durch die extrazelluléren Matrix
konnten auch bei den Lungentumorlinien nur stichprobenartig eingesetzt werden.

Die Tumorzellen wurden abweichend von der Standardmethode (Plastikkulturschalen) auf
mit Kollagen beschichteten Schalen (Standard fur All-Zell-Kultur) kultiviert (Abbbildung
18, 3.6.). Eine solche Beschichtung ist fur die Kultivierung vieler Primérzellen essenziell,
da diese auf unbeschichteten Oberfldchen im Unterschied zu permanenten Zelllinien nicht
adhérieren.

Wie schon beim Einlu3 der Zelldichte auf die MRP mRNA-Expression war fir die
Expression der Plasmamembranproteine zwischen den Zellen des gleichen Ursprung
(H358 und A549), ein unterschiedliches Verhaten zu beobachten. H358 Zellen
exprimierten unter diesen Bedingungen mehr detektierbares MRP as mit der
Standardmethode. In A549 Zellen kam es unter den ,, glnstigeren Bedingungen zu einem
drastischen Abfall des detektierbaren Signals. Auch H322-Zellen reagierten mit einer
verminderten MRP-Expression.

Ob der unterschiedliche p53-Status Einfluss auf die MRP-Expression (in H358 und A549)
hat, bleibt weiterhin spekulativ. Als weiterer Unterschied fiel auf , dassin den A549-Zellen
eine zweite Bande mit einem geringeren Molekulargewicht zu sehen war, was auf
unterschiedliche postranslationale Modifikationen wie  Glykosilierungen  oder
Phoshatierungen hinweist. In den H322-Zellen war MRP mit einem hoheren
Molekulargewicht as in den Zellen mit All-Zell-Ursprung (H358, A549) zu detektieren
und daher kénnen zellspezifische Faktoren die MRP-Regulation mitbestimmen.

Veranderte biophysikalischen Eigenschaften der Matrix (Kultur der Zellen auf
Kollagengelen; Abbildung 19, 3.6.) erbrachten fur MRP in H322 und H358 &hnliche
Ergebnisse wie in auf rigidem Kollagen kultivierten Zellen. H322 zeigten eine
verminderte, H358 eine verstéarkte MRP-Expression (mRNA). Fir A549 Zellen war im
Gegensatz zum deutlichen Abfal des MRP-Protein-Signals auf rigidem Kollagen, auf die
MRNA-Expression der auf Kollagengel kultivierten Zellen keine Verdnderung zu
verzeichnen. Das 183 vermuten, dass posttranslationale und / oder proteindestabilisierende

Prozesse in A549 Zellen die MRP-Expression beeinflussen.
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Fur die LRP mRNA konnte in allen drei Zelllinien kein Unterschied zwischen Kultur auf
Plastik und auf Kollagengelen (Abbildung 19, 3.6.) festgestellt werden.

MDR1 mRNA wurde in H322- und A549-Zellen auf Kollagengelen im Vergleich zur
Kultur auf Plastik herunterreguliert. H358 zeigten einen leichten Anstieg der MDR1
MRNA  (Abbildung 19, 3.6.). Verschiedene Reaktionen der P-gp-Expression
unterschiedlicher Zelltypen auf Matrixbedingungen sind auch von anderen Arbeitsgruppen
gefunden worden. Tatsuta et a. (1994) beobachteten eine verstarkte P-gp mRNA-
Expresson von Kapillarendothelzellen des Gehirns as Reaktion auf veranderte
Kulturmatrices. Demgegenuber zeigten Endothelzellen der Aorta und Karzinomzellen
keine Verénderung auf die gleiche Behandlung. Die unterschiedliche Expression wurde
von dieser Arbeitsgruppe auf einen Hirn-Matrix-spezifischen Faktor zurlckgefthrt.
Z€llspezifische Elemente erklaren auch die differerierenden Reaktionen von H322-Zellen
und den zwei All-Zell-abgel eiteten Linien. Unterschiede zwischen H358- und A549-Zellen
konnen unter anderem in Veranderungen durch die Tumorgenese begrindet sein. Beide
Zdllinien stammen zwar von All-Zellen ab, sind aber rein morphologisch schon
voneinander zu unterscheiden.

Die aufwendigste aber auch in vivo-ndheste Methode (Kultur auf beschichteten
Filterinserts mit der Mdglichkeit einer apikalen Luftexposition) zeigte in A549-Zellen im
Vergleich zur Kultivierung auf Plastikoberflachen die gréften Unterschiede. Auffallend ist
ein drastisch erhdhtes [-Aktin mRNA-Signal der Insertkultur (Abbildung 20, 3.6.).
Demgegentuber zeigten die Transporter mMRNA-Daten keine (MRP) oder eine schwéachere
Reaktion (LRP). Bel Relativierung der LRP und MRP mRNA-Werte zum ,, housekeeping-
gen” -Aktin ist eine deutlich verminderte Expression zu verzeichnen. Dies steht im
Einklang mit Untersuchungen von Rannels und Rannels (1989) und Cott et al. (1987), die
durch Wahl ener geeigneten Kulturmatrix All-Zell-Kultur-typische Veranderungen
abschwéchen konnten. Dazu zéhlen Zellform und Morphologie, sekretorische Aktivitéten,
Phospholipidsynthese, typische Genexpressionsmuster und Protein turnover. Auch die
Veranderungen der Expression der Transportproteine wurde gefunden. So beobachteten
Schuetz und Schuetz (1993) in Ratenhepatozyten eine verminderte intrinsische P-gp
MRNA Expression durch Kultivierung mit einer Matrigelmatrix. Lee et al. (1993) kamen
zu einem dhnlichen Ergebnis. Sie stellten eine Korrelation der Expression von P-gp und
zytoskel ettalen mMRNA-Spezies (Aktin, Tubulin) fest.
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Diein vitro-Daten des Einflusses der Zell-Adhasion und Zellgestalt auf die Regulation von
LRP, MRP1 und P-gp in Lungenzellen besitzen sowohl Relevanz fiir die Entwicklung und
Physiologie als auch fir die Pathophysiologie dieses Organs. Kommt es im Verlauf der
Lungenregeneration zu Veranderungen der extrazelluldren Matrix (Dunsmore und Rannels,
1995; Rannels, 1987; Simon, 1993; Pardo, 1997), hat dies hochstwahrscheinlich auch
Einfluf3 auf die Differenzierung und das Expressionsmuster vieler Lungenzellpopulationen
(Kleinmann et a., 1986 und 1987). Die extrazellulare Matrix bildet dabei mit
Zelladhasionsmolekilen, membranstandigen Rezeptoren und Komponenten des
Zytoskeletts ein komplexes Kommunikationsnetzwerk. Dieses dient der Signaltransduktion
zwischen Zellumgebung, Zytoplasma und Kernregion (Kirkeeide et a., 1993; Ruoslathi
und Obrink, 1996).

44. NHBEZundPLZ

Normale humane Bronchiaepithelzell-Kulturen (NHBEZ) kénnen aus Biopsiematerial
histologisch normaler Gewebe angelegt werden (Franklin et al., 1996). Devereux et al.
zeigten 1986, dass Kulturen tumorfreier Resektatproben von Tumorpatienten vergle chbare
Enzymaktivitdten (z.B. CYP450-Monooxygenasen) wie Kulturen von Proben aus
gesunden Spendern aufwiesen. Die Wahl geeigneter Kulturbedingungen ermoglicht es
aul3erdem, die Initiation von Ziliogenese und Zilienwachstum fur bis zu vier Wochen in
NHBEZ-Kulturen zu beobachten (de Jong et al., 1994). Elektronenmikroskopische
Aufnahmen zeigten fur die verwendeten Kulturen einen differenzierten Phenotyp, der sich
durch Mikrovilli, Desmosomen und ,tight junctions® auszeichnete (Runge et al., 2001).
Lichtmikroskopische Betrachtungen liefen eine typische epithelide Pflasterstruktur
(Abbildung 11 a, Kapitel 3.1.3.) erkennen. Durch den Nachweis von Markern epithelialer
Filamente des Zytoskel etts respiratorischer Zellen (Zytokeratine 7, 8, 18, 19; Moall, 1993)
und dem Ausschluss etwaiger ,Verunreinigungen® (Monozyten, Makrophagen,
Muskelzellen, Fibroblasten und mesodermale Zellen; Abbildung 11 a, 3.1.3.) konnte ein
>95 %iger epithelialer Charakter der erhatenen Kulturen angenommen werden. Die
Zusammensetzung der erhatenen Kulturen aus den  verschiedenen Zellen des
Bronchiaepithels (histologisch sind 8 zu unterscheiden; George et a., 1993; Plopper,
1993) konnte nicht differenziert werden.

Periphere Lungenzellen (PLZ) waren nur als Mischpopulationen zu kultivieren, bestanden
aber hauptsachlich (70 - 80 %) aus Epithelzellen, Kokultivierungen nichtepithelialer Zellen
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konnten nicht vermieden werden (Abbildung 11 b, 3.1.3.). Auch hier war es nicht moglich
die einzelnen epithelialen Zellpopulationen voneinander zu unterscheiden.

Fur Lungenzell-Primérkulturen liegen nur begrenzt Daten Uber die Expression unter
verschieden Kulturbedingungen und Induktionen vor. Ursachen dafir liegen in der hohen
Anzahl der Zellpopulationen (> 40 sind beschrieben) und einer komplexen Gewebsstruktur
mit einer starken Kompartimentierung und Polarisierung und daraus resultierenden
Schwierigkeiten der Isolierung und Kultur der Zellen.

Mit den Kulturen der normalen humanen Bronchiaepithelzellen und peripheren
Lungenzellen konnten gute Modelle fur respiratorische Epithelien entwickelt und
untersucht werden. Beide Kulturmodelle sind als Mischpopulationen (NHBEZ —
EpithelzelImischkultur; PLZ - Epithelzell- / Nicht-Epithel zellmischkultur) zu betrachten
sind. Das hat den Vortell, dal3 Zell-Z€ell-Interaktionen erhalten geblieben sind. Jedoch
konnte eine Feineinteilung der einzelnen Kulturen (z. B. zentraler oder peripherer Bereich
des Bronchus oder des L ungenparenchyms) nicht erfolgen.

Der Fokus auf Untersuchungen einzelner Zellpopulationen der Lunge bleibt Bestandteil

weiterer Untersuchungen.

45. Expression von LRPin humanen Lungenzellen

Transportprozesse bestimmen die Bioverfugbarkeit und Verteillung vieler endogener und
exogener Verbindungen und beeinflussen die Abwehrmechanismen von Zellen und
Geweben. Uber die Struktur, Funktion und pharmakologische Rolle der hier untersuchten
Transporter liegen zum Teil umfangreiche Arbeiten vor. Ungeachtet dessen stehen aber
nur wenige Daten Uber die Variabilitét der entsprechenden Gene und damit verbundener
phenotypischer Konsequenzen zur Verfligung.

LRP (mRNA und Protein) war in den Zellen des Bronchus und der peripheren Lunge mit
einer relativ geringen interindividuellen Variabilitdt zu detektieren. Abschnittsspezifische
Unterschiede waren nicht zu verzeichnen (Abbildung 21 b, 3..7.1.). Sowohl NHBEZ- als
auch PLZ-Kulturen der einzelnen Patienten differierten maximal um den Faktor 2,5
(Abbildungen 21 und 22, 3.7.1.). Auch Vergleiche zwischen Kulturen hoherer
Generationen kamen zum gleichen Ergebnis (Abbildung 23 a, 3.7.1.). Untersuchungen der
LRP- und LRP mRNA-Expression verschiedener Generationen und Passagen ergaben, dal3
keine signifikanten Veranderungen innerhalb der ersten Kulturwochen zu verzeichnen
waren (Abbildungen 29, 3.8.1. und 29-A, Anhang). Im Verlauf der Kultur kommt es aber
allméhlich zu einer veranderten Expression. Dabei fallt das Proteinsignal allméahlich ab,
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demgegentiber die mMRNA in hohen Passagen verstarkt zu detektieren ist (Abbildung 23 b,
3.7.1; Abbildung 30, 3.8.1.).

Der relativ geringe Wert der Variabilitét der LRP-Expression (im Vergleich zu MRP und
P-gp) weist darauf hin, dal3 dieser Transporter in der Lunge ubiquitér exprimiert wird.
Andere Arbeitsgruppen konnten ebenfalls klare LRP-Signale in Bronchialepithelzellen
detektieren (Scheper et a., 1993; Sugawara et al., 1997; Schroeijers et al., 2001). Aber
auch andere Organe weisen hohe LRP-Expressionen auf. Dort haben vor allem Epithelien
und Gewebe mit chronischer Exposition mit Xenobiotika oder potenziell toxischen
Verbindungen (Darm, Niere) eine hohe Expression (Scheper et al., 1993; Sugawara et al.,
1997; Taipaensuu et al., 2001). Die genaue Funktion des LRP an diesen exponierten

Bereichen ist aber weiterhin noch nicht hinreichend geklart.

Paraquat fuhrte in normalen humanen Bronchialepithelzellen zu einer leicht verminderten
LRP-Expression (Abbildung 34 a 3.9.1). Entsprechende mRNA-Daten zeigten keine
eindeutige Reaktion der NHBEZ. Ein Teil der Kulturen reagierte mit einer verminderten
MRNA-Expression (Abbildung 34 b 1), in andere Kulturen kam es zu einem Anstieg des
Signals. In den Zellkulturen der Patienten 57 und 62 waren sowohl Protein, as auch
MRNA erniedrigt. Bel Patientenprobe 67 war in den behandelten Zellen nach 24 h weniger
Protein aber mehr mRNA zu detektieren. Zellen der peripheren Lunge reagierten
einheitlich auf eine Paraguatinkubation. Hier konnte nach Behandlung mit PQ ein Anstieg
der Proteinexpression aber keine Veranderung des mRNA Gehalts festgestellt werden
(Abbildung 35, 3.9.1). LRP scheint demnach in den Zellen der peripheren Lunge nach
Paraquatinkubation durch translationale Prozesse oder Verénderungen der Proteinstabilitat
reguliert zu werden. Die unterschiedliche Reaktion der NHBEZ- und PLZ-Kulturen kann
verschiedene Grunde haben. So ist es mdglich, dal3 eine Lungenabschnitts-spezifische
Expression von LRP vorliegt. Literaturdaten liegen hierzu nicht vor. Andererseits ist es
maoglich, dal3 spezifische Aufnahmesysteme in den peripheren Lungenzellen fur eine
~bessere® PQ-Verflgbarkeit verantwortlich sind (siehe 1.7.1.). Ist Paraquat in die Zelle
aufgenommen worden, kommt es zu einem zyklischen generieren radikalischer
Verbindungen (Mechanismus siehe 1.7.1.), die die LRP-Expression oder die Stabilitét des
Proteins beeinflussen kdnnen.

Nach H,O,-Inkubation konnte keine einheitliche Reaktion der Kulturen registriert werden
(3.9.2)). So gab es NHBEZ-Kulturen ohne Verdnderungen und solche mit einer erhdhten
Expression (Protein und mRNA). In PLZ-Kulturen, wurde trotz erhthter oder
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unveranderter mRNA, ein verminderter LRP-Proteingehalt festgestellt (Abbildung 37,
3.9.2), was auf trandationale oder Stabilitéts-beeinflussende Prozesse hinweist. Da fir
H.O, keine gspezifischen Aufnahmemechanismen bekannt sind, scheint die
unterschiedliche zelluldre Zusammensetzung der Epithelkulturen fur die Diversitat der

Reaktion verantwortlich zu sein.

Das ,lung resistance related protein® konnte in Primérkulturen der humanen Lunge mit
stabiler Expression detektiert werden. LRP reagierte in NHBEZ und PLZ sensibel auf
Mediatoren von radikalischen Verbindunegn. Die Regulation scheint dabel auf
trandlationaler Ebene oder durch Prozesse, die die Proteinstabilitét oder -lebensdauer
beeinflussen, bestimmt zu sein. Eine abschnittsspesifische Reaktion nach Inkubation mit
Paraquat konnte festgestellt werden.

4.6. Expression von MRP in humanen Lungenzellen

MRP und MRP mRNA konnte in allen untersuchten NHBEZ- und PLZ-Kulturen detektiert
werden. Es gab jedoch zwischen Zellkulturen von verschiedenen Patienten Unterschiede
bezlglich der Expressionsstérke (Abbildungen 24 und 25, 3.7.2.). NHBEZ- und PLZ-
Kulturen der einzelnen Patienten differierten um den Faktor 4, die maximalen
Unterschiede betrugen Faktor 6. Beim direkten Vergleich von NHBEZ- und PLZ-Kulturen
schienen die peripheren Lungenzellen eine hoéhere MRP-Expression aufzuweisen
(Abbildung 24 b, 3.7.2.). Zusammenhange zwischen mRNA und Proteinexpression die
Ruckschlusse auf Regulationsmechanismen zulassen, waren nicht zu finden (Abbildung
25, 3.7.2.). Auch in Kulturen hoherer Generationen waren inter-individuelle Unterschiede
der Expressionshthe zu detektieren (Abbildung 26 a, 3.7.2.). Von Vertretern der
Cytochrom-P450-Familie  und vom  P-glykoprotein  sind  inter-individuelle
Expressionsvariationen bekannt, Ursachen dafir sind unter anderem genetische
Polymorphismen. Fur das hier untersuchte MRP1 liegen dafur keine Publikationen vor.
Jedoch haben Struk et al. (2000) Sequenzvariationen des MRP6-Gens mit Pseudoxanthoma
elasticum, einer Erkrankung des elastischen Bindegewebes mit kardiovaskuléren
Auswirkungen, in Zusammenhang gebracht. Mutationen des MRP1-Gen, das im selben
Genabschnitt codiert, konnten jedoch als krankheitsurséchlich ausgeschlossen werden
(Germain et al., 2000). Die Differenzen kdnnen aber auch durch eine unterschiedliche
zelluldre Zusammensetzung und damit differierender MRP-Expressionen begriindet sein.

Die Charakterisierung der Kulturen erfolgte ausschlieffdlich anhand epithelialer Parameter
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(3.1.3.), die Bechreibung einzelner Epithelzellpopulationen war nicht Gegenstand der
Untersuchungen.

Wahrend der ersten Kulturgenerationen von NHBEZ und PLZ kam es zu einer verstarkten
MRP-Expression (Abbildungen 31 a, 3.8.2. und 31-A a, Anhang). Im Gegensatz dazu fiel
die mRNA-Expression kontinuierlich ab (Abbildungen 31 b, 3.8.2. und 31-A b, Anhang),
was auf Verdnderungen der Proteinlebensdauer oder Regulation der Translation hinweist.
Trotz umfangreicher Informationen tber Strukur und Funktion von MRP, sind Daten Uber
Gewebs- und Zell-spezifische Expressionsmuster nicht verfligbar. Bei Verwendung e ner
anderen Kulturmethode (Trypsinierung und Passage) konnte im Gegensatz zur
Auswachskultur (Generationen) eine stabile Proteinexpression gefunden werden. Im
Gegensatz dazu war aber in NHBEZ-Passagen eine verstérkte MRP mRNA-Expression zu
verzeichnen (Abbildung 32, 3.8.2). Die Ursachen dafir bedirfen weiterer
Untersuchungen.

Paraquat fuhrte in normalen humanen Bronchiaepithelzellkulturen zu einer erhdhten
MRP-Expression (Abbildung 38 a, 3.9.3.). Trotz statistischer Absicherung war aber zu
beobachten, dal3 ein Teil der Kulturen ohne Veranderung der Expression blieb. Die
entsprechenden Regulation scheint auf transkriptioneller Ebene zu verlaufen, da Protein-
und mMRNA-Werte miteinander korrelierten (Abbildung 38-A, Anhang), die statistische
Auswertung der mRNA-Daten zeigten ebenfalls einen tendenziellen Anstieg (Abbildung
38 b, 3.9.3).

Nach Inkubation von PLZ-Kulturen mit Paraguat konnten keine statistischen Aussagen
Uber die MRP-Expression getroffen werden. Wie bei den NHBEZ reagierten einige
Kulturen mit einer erhdhten Proteinexpression, in anderen blieb diese unverandert
(Abbildungen 39 a, 3.9.3. und 39-A a, Anhang). Die mMRNA-Werte stiegen in drei von vier
untersuchten Kulturen an (Abbildungen 39 b, 3.9.3. und 39-A b, Anhang). Die
ursachlichen Regulationsprinzipien sind aber weiterhin vakant, da keine eindeutige
Korrelation zwischen Protein- und mRNA-Expression hergestellt werden konnten.

So ist eine transkriptionelle Kontrolle nicht ausgeschlossen, die tendenziellen Verlaufe
(Abbildung 39, 3.9.3.) zeigen einen schnellen Anstieg der mRNA, gefolgt vom Anstieg
Protein-Werte.

Bei Beurtellung der Paraguat-Daten mul3 zusétzlich zur direkten MRP-Regulation
berticksichtigt werden, dal3 nicht in alen Zellen die gleichen Paraguatkonzentrationen

vorliegen missen. Aufgrund der gezielten Aufnahme von Paraquat in Al-, All- und Clara-
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Zellen (1.7.1.) konnen in Kulturen die reich an diesen Zellen waren mehr Radikale
generiert worden sein alsin Kulturen mit einem geringeren Anteil dieser Zellen.

Nach Inkubation mit H,O, wurde in NHBEZ-Kulturen trotz erhdhter oder unveranderter
MRNA-Expression, ein verminderter MRP-Proteingehalt festgestellt (Abbildungen 40,
3.9.4. und 40-A, Anhang), was auf trandationale oder Stabilitéts-beeinflussende Prozesse
der MRP-Expression hinweist. Im Gegensatz dazu wurde MRP in Zellen der peripheren
Lunge nach H,O,-Inkubation verstarkt exprimiert (Abbildung 41 a, 3.9.4.).

Diese Erhéhung kann mit Untersuchungen von Ray et a. (2002) in Einklang gebracht
werden. Sie fanden eine schnelle Erhohung der y-Glutamylcystein-Synthetase mRNA-
Expression, der Enzymaktivitdt und einen erhthten GSH-Spiegel in Bronchiaepithel-
Zdllinien nach Generierung von oxidativem Stref3. Andere Untersuchungen belegten eine
simultan erhéhte Expression von MRP1 und y-Glutamylcystein-Synthetase in Tumorzellen
(Kuo et a., 1998). Wird GSH nach Generierung radikalischer Verbindungen verbraucht,
kann das entstandene GSSG durch einen ATP-abhangigen Transport durch MRP aus der
Zéelle entfernt werden (Leier et. al., 1996). MRP1 kann aber auch unkonjugierte (Co-
Transport mit freiem GSH) oder durch radikalische Reaktionen entstandene V erbindungen,
die an GSH, Glukuronséure oder Sulfat konjugiert wurden aus der Zelle transportieren
(Jedlitschky et a., 1994; Leier et a., 1994; Muller et a., 1994; Borst et a., 2000). MRP
kann somit auf vielfaltige Weise an der zelluléaren Abwehr gegen oxidativen Stref3 beteiligt
sein.

Warum MRP in NHBEZ und PLZ nach H,O, verschieden reguliert wird bedarf weiterer
Untersuchungen, die auch auf eventuelle Lungenabschnitts-spezifische Unterschiede

anderer antioxidativer Abwehrmechanismen (z. B AOE) gerichtet sein sollten.

4.7. Expression von P-gp in humanen Lungenzellen

Die Expression des P-glykoproteins konnte nur anhand von mRNA-Daten aus NHBEZ-
Kulturen untersucht werden. Dabel war festzustellen, dal3 P-gp die grofden inter-
individuellen Schwankungen der drei untersuchten Transportproteine aufwies. In einigen
Proben konnte unter den beschriebenen Bedingungen, kein Signal detektiert werden
(Abbildungen 27 und 28, 3.7.3.). Untersuchungen verschiedener Kulturgenerationen
zeigten fur die zweite NHBEZ-Generation einen Anstieg der P-gp mRNA Expression
(Abbildung 33, 3.8.3.), diese fiel aber bei einigen Proben schwéacher aus (ID 64, 66, 67,
Abbildung 33-A, Anhang). Die néchsten Generationen (3. und 4.) dieser , schwachen

Kulturen® zeigten im Gegensatz zu den Kulturen mit , starker® Expression (ID 68 und 71)
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sogar eine im Vergleich zur ersten Generation niedrigere Expression (Abbildung 33-A,
Anhang).

Ahnliche P-gp-Expressionsunterschiede konnten auch in anderen Organen gefunden
werden. Schuetz et al. (1995) berichteten Uber 6fach inter-individuelle Schwankungen des
hepatischen P-glykoproteins. Lown et al. (1997) publizierten Daten, die eine 10fache
Variation in Darmbiopsien zeigten. Hoffmeyer et al. (2000) konnten eine bis zu 65fache P-
gp-Expressions-Variabilitit und auch Variationen der Pgp-Funktionalitét in
Darmgewebeproben finden die sie mit einer SNP-Mutation in Exon 26 des MDR1 Gens
korrelierten. Die von Hoffmeyer et a. gefundenen Zusammenhange zwischen genetischen
Polymorphismen und Expression sowie funktioneller Aktivitdt des MDR1-Gens wurden
danach auch von anderen Arbeitsgruppen publiziert (Schaeffeler et al., 2001; Sakaeda et
al., 2001). Ein weiterer Grund fir die Variabilitét der P-gp-Expression zwischen den
Kulturen kann aber auch in der schon erwdhnten unterschiedlichen Zelltyp-
Zusammensetzung der einzelnen Proben liegen. Es ist bekannt, dal3 die MDR1-Expression
zwischen den einzelnen Abschnitten der Lunge unterschiedlich verteilt ist. So lief3 sich P-
gp im Bronchus (apikale Bereiche) nicht aber in Pneumozyten detektieren (Biedler, 1992;
Cordon-Cardo, 1990). Eine Abschnitts-spezifische Expression konnte auch in anderen
Organen gefunden werden. So zeigten Fricker et a. (1996) einen entsprechenden
proximal-distalen Anstieg der P-gp-Expression im Gastrointestinaltrakt (Magen < Jgunum
< Kolon). In wieweit die Expressionsmuster der einzelnen Lungenzelltypen die Expression
des ganzen Organs oder bestimmter funktioneller Bereiche bestimmen ist hingegen nicht
bekannt.

Behandlung von NHBEZ-Kulturen mit Paraguat und H,O, zeigte keine statistisch
signifikanten Ergebnisse (Abbildungen 42, 3.9.5. und 44, 3.9.6.). Es war aber zu
beobachten, dal3 die P-gp-Expression in den einzelnen Kulturen tendenziell gleichsinnig
auf radikalischen Stref3 reagierte. In den Kulturen 67, 68, 74 stieg die Expression nach
Paraquat- und H,O,-Inkubation an, in den Kulturen 62 und 71 kam es zu einem Abfall des
Signals.

Ein @hnliches Bild ergab sich auch nach Behandlung der peripheren Lungenzellen mit
Paraquat und H,0O,. Die P-gp mRNA-Expression in den Kulturen L67 und L69 sank ab
(Abbildung 43, 3.9.5.). Die Kulturen L70 und L74 reagierten auf beide Stressoren mit
einem Anstieg der MDR1 mRNA-Expression.

Die hier untersuchten Zellpopulationen, kénnen abhangig von Ursprung innerhalb der

Lunge, eine sehr heterogene Zelltyp-Zusammensetzung haben. Es ist demnach maoglich,
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dald verschiedenen Zellpopulationen in Abhangigkeit ihrer ROS-Sensibilitét eine
unterschiedliche Reaktion auf Paragquat oder H,O, zeigen.

Wartenberg et a. (2001) zeigten, dal3 hohe H,O,-Konzentrationen (750 uM) in humanen
Karzinom-Zellen zu einer verstérkten Expression von P-gp, subletale Konzentrationen (1
MM und 200 pM) aber zu einer verminderten Expression fuhrten. Hirsch-Ernst et al. (2000)
stellten in Primarkulturen von Rattenhepatozyten eine Steigerung der mdrlb mRNA-
Expression durch 50 uM H,0O; fest, also einer Konzentration die in Karzinomzellen die P-
gp-Expression herunterregulierte.

Die ROS-abhangige Regulation von Genen kann je nach Konzentration und antioxidativer
Kapazitat der Zellen direkt Uber die Modulation redox-sensitiver Transkriptionsfaktoren
und/ oder regulativer Enzyme (Phosphotyrosinphosphatasen oder Proteinkinasen) oder
aber indirekt Uber eine Schadigung der DNA erfolgen (Remacle et a., 1995). Da die
Freisetzung von ROS durch extrazelluléare Stimuli mit einer Aktivierung redox-sensitiver
Transkriptionsfaktoren wie dem Aktivator-Proteinkomplex 1 (AP-1) (Remacle et al., 1995;
Pinkus et al., 1996) oder dem Kernfaktor-kxB (NF-xB) (Baeuerle, 1992) in Verbindung
gebracht wird, konnten diese Faktoren an einer Regulation der MDR-Expression beteiligt
sein. Die Promotorregion des mdrlb-Gens (Silvermann und Hill, 1995) weist neben AP-1
und NF-xB-responsiblen Elementen, ein potentielles , antioxidant responsive element”
(ARE) sowie eine Bindungsregion fur das CCAAT / Enhancer-bindnde Protein 3 (C/EBP-
B) auf. C/EBP- B ist in seiner Aktivitdt durch H,O, modulierbar (Yan et a., 1995). Eine
erhdhte AP-1-Aktivitét in humanen Tumorzelllinien wurde von Daschner et al. (1999) als
Modulator einer erhdhten MDR1-Expression identifizierten

Die Vidzahl der mdglichen Wechselwirkungen bedurfen aber noch weitergehender
Untersuchungen. So ist noch Klarungsbedarf, in welchem Umfang speziesspezifische

und / oder organspezifische Expressions-Muster vorliegen.
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Zusammenfassung

Die serumfreie Kultur von primdren humanen Lungezellen aus Resektionsmaterial von
Lob- oder Pneumektomien ist moglich. Die Explantkulturen konnten im Einzelfall tber
eine relativ lange Zeit von 6 (bis 8) Generationen sowie 10 Passagen gefihrt werden. Die
Morphologie der Monolayer aus Bronchialepithel zeigte reine Epithelzellkulturen durch
Nachweis von Zytokeratinen und Reinheitsprifung mittels Marker fir Lymphozyten, glatte
Muskelzellen und Bindegewebszellen. Aus peripherem Lungengewebe werden
Mischzellkulturen erzeugt, die aufgrund ihrer Morphologie Epithelzellen, Endothelzellen
und Bindegewebszellen darstellen.

Bisang sind die MDR1-, MRP1- und LRP-Regulierung in Lungenzellen sowie die
maogliche Modulation durch chronische inhaative Schadstoffexposition unbekannt. Die
Expression der ABC-Transporter MDR1, MRP1 und LRP war in primédren Lungenzellen
hinsichtlich des Expressionsmusters unterschiedlich zu permanenten Lungentumorlinien.
LRP konnte nahezu regelhaft in alen Primarzellkulturen gefunden werden. MDR1 und
MRP1 zeigten in der Basisexpression eine deutliche inter-inviduelle Varianz und
Veranderungen der Expression wahrend verschiedener Stadien der Explantkultur.

Die LRP- und MRP-Expression in primaren Lungenzellen zeigte eine gute Stabilitét, so
dass es moglich sein sollte, dieses System zur Untersuchung von Regulierungsfaktoren zu
untersuchen. Nach Ablauf von 4-6 Generationen entsprechend etwa 8-10 Wochen
Gesamtkulturdauer war eine drastische Hochregulierung des MRP mRNA-Signals zu
beobachten. Eine Regulierung der MRP mRNA-Expression Uber Suppressionsfaktoren ist
denkbear.

Im Vergleich zu den Erfahrungen aus der Primérzellkultur an Rattenhepatozyten ist die
Sensitivitdt gegeniiber zytotoxischen Effekten nach Wasserstoffperoxid und /oder Paraquat
als Modell-Stressoren gesteigert. Die mRNA- und Proteinexpression aler drei Transporter
wird durch externe Promotoren reaktiver Sauerstoffspezies reguliert. Dabei zeigten die
ABC-Transporter zum Teil Reaktionen die auf Abschnittss und Gewebe-spezifische
Regul ationsmechanismen hinweisen.

Die Tabelle 5 falit noch einma die mit humanenen Lungenzellen erhaltenen Daten

zusammen.
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MDR MRP LRP

RNA Protein RNA Protein RNA Protein
NHBEZ
 Vaiabilitat - bis++ n.u. efach 6fach 2fach  2fach
Stabilitét
» Generationen 1 n.u. ! 1 ] )
* Passagen n. u. n.u. 0 %) %) a1
« H202 0 n.u. 7] ! 7] 7]
- PQ u n.u. L@ @1 " !
PLZ
« Vaiabilitat n. u. n.u. n.u. 6fach 2fach  2fach
Stabilitét
* Generationen n. u. n.u. n. u. 0 n.u (%)
e Passagen n. u. n.u. n. u ] n.u 7]
e H202 ) n.u. ] ) ) !
« PQ ) n.u. @1 @1 ] T
Tumorzdllen
L] A549 ++ + ++ +++ +++ +++
¢ H358 ++ + ++ +++ +++ +++
o H322 ++ + ++ +++ +++ +++
Stabilitat

Diedrei Transportproteine waren unter allen Kulturbedingungen zu detektieren.
aber je “in-vivo-ndher” die Kulturbedingungen (Kollagengel, apikale Luftexposition),
umso schwécher war das Signal.

Tabelle: Zusammenfassung der MDR1-, MRP1- und LRP—-Expressionsdaten von
humanen Zellkulturen

) erhohte der Expression

! verminderte Expression

I differentes Verhlten verschiedener Kulturen auf gleiche Behandlung

] keine Verénderung

n.u. nicht untersucht
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An permanenten Lungenzelllinien (A549, H358 und H322) wurde die Basisexpression von
MDR1, MRP1 und LRP im Vergleich mit primaen Lungenzellen ermittelt.
Lungentumorlinien reagierten in ihren Expressionsmustern der ABC Transporter auf
verdnderte Kulturbedingungen wie Matrixkomponenten und Kultur auf Filterinserts.
Dieser Befund unterstreicht, dass die Transporterexpression auch in permanenten Linien
auf externe Faktoren reagieren, und es daher anzunehmen ist, dass die funktionelle
Aktivitdt im Normagewebe in vivo auf verschiedene externe Stimuli mittelfristig
moduliert wird (Hoch- und Herunter-Regulierung) und eine Adaptation auf inhalative
Schadstoffe stattfindet. Es ist denkbar, dass durch chronische Einwirkung komplexer
Schadstoffmischung, wie z.B. durch Tabakrauch, in Verbindung mit Mediatoren
entzindlicher Reaktionen unerwartete funktionelle Interaktionen zwischen verschiedenen
toxischen Mechanismen begriindet werden, die in einer veranderten Transporteraktivitat

und / oder intrazelluldre Kompartimentierung toxischer Fremdstoffe begriindet werden.
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Die Abbildungen des Anhangs zeigen Einzelwertbetrachtungen von ausgewerteten Daten
des Ergebnisteils bei denen keine statistisch eindeutigen Aussagen getroffen werden
konnten. Die Anhangsabbildungen haben die selbe Nomenklatur wie die Abbildungen des
Ergebnisteils. Zur Unterscheidung wurde hinter die Abbildungsnummer ein ,, A“ gesetzt.

zu 3.8. Expression von LRP, MRP und P-gp in Auswachskulturen verschiedener

Generationen und Passagen von NHBEZ und PLZ

LRP a) Protein b) MRNA
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Abb. 29-A: LRP-Expression in PLZ und NHBEZ-Kulturen. Densitometrische Auswertung von
Western-Blot (a) und RT-PCR Anaysen (b). Die jeweils 0. Generationen wurden als Bezug
genommen (100 %) und die Werte der entsprechenden Kulturen mit ihnen verglichen.
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Abb. 31-A: MRP-Expression in PLZ und NHBEZ-Kulturen. Densitometrische Auswertung von
Western-Blot (a) und RT-PCR Anaysen (b). Die jeweils 0. Generationen wurden als Bezug
genommen (100 %) und die Werte der entsprechenden Kulturen mit ihnen verglichen.
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Abb. 33: P-gp mRNA-Expression in humanen NHBEZ-K ulturen. Densitometrische Auswertung
von RT-PCR Anaysen. Die jeweils 0. Generationen wurden as Bezug (100 %) genommen und die
Werte der entsprechenden Kulturen mit ihnen verglichen.

zu 3.9.1. Einflufd von Paraquat auf die Expression von LRPin NHBEZ und PLZ

LRP a) Protein b) MRNA NHBEZ
c 250 =
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Abb. 34-A: LRP Expression in humanen NHBEZ-Kulturen nach Paraquatinkubation.
Behandlung der NHBEZ-Kulturen mit 10 uM Paraquat im Medium. Statistische Auswertung von
(&) Western-Blot Anaysen (57, 62, 67, 75) und densitometrische Auswertung (b) von RT-PCR
Anaysen. Die zu den angegebenen Zeitpunkten geernteten Proben wurden mit den unbehandelten
Kontrollen (100 %) verglichen (Mittelwerte + SEM). Signifikanzniveau: *, p<0,05
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zu 3.9.2. Einflul® von H30, auf die Expression von LRPin NHBEZ und PLZ

LRP MRNA NHBEZ
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= 0
41 62 68 71 72 74 ID
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Abb. 36-A: LRP Expresson in humanen NHBEZ-Kulturen nach H,O,Inkubation.
Behandlung der NHBEZ-Kulturen mit 100 pM H,O, im Medium. Statistische Auswertung von RT-
PCR Anaysen. Die zu den angegebenen Zeitpunkten geernteten Proben wurden mit den
unbehandelten Kontrollen (100 %) verglichen (Mittelwerte £ SEM).

zu 3.9.3. Einflufd von Paraquat auf die Expression von MRP in NHBEZ und PLZ
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Abb. 38-A: MRP Expression in humanen NHBEZ-Kulturen nach Paraquatinkubation.
Behandlung der NHBEZ-Kulturen mit 10 pM Paraguat im Medium. Denitometrische Auswertung
von (a) Western-Blot und (b) von RT-PCR Analysen. Die zu den angegebenen Zeitpunkten
geernteten Proben wurden mit den unbehandelten Kontrollen (100 %) verglichen
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Abb. 39-A: MRP Expresson in humanen PLZ-Kulturen nach Paraguatinkubation.
Behandlung der PLZ-Kulturen mit 10 uM Paraguat im Medium. Auswertung von (a) Western-Blot
und (b) RT-PCR Analysen. Die zu den angegebenen Zeitpunkten geernteten Proben wurden mit den
unbehandelten Kontrollen (100 %) verglichen.

zu 3.9.4. Einflul3 von H,0, auf die Expression von MRP in NHBEZ und PLZ

MRP a) Protein b) mMRNA NHBEZ
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Abb. 40-A: MRP Expression in humanen NHBEZ-Kulturen nach H,O0,-Inkubation.
Behandlung der NHBEZ-Kulturen mit 100 pM H,O, im Medium. Statistische Auswertung (a) von
Western-Blot (68, 71, 72, 74, 75) und (b) densitometrische Auswertung von RT-PCR Analysen. Die zu
den angegebenen Zeitpunkten geernteten Proben wurden mit den unbehandelten Kontrollen (100 %)
verglichen (@) Mittelwerte + SEM). **, p< 0,01; ***, p< 0,001
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zu 3.9.5. Einflussvon Paraquat auf die P-gp mRNA-Expression in NHBEZ und PLZ
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Abb. 42-A: Pgp-mRNA Expression in humanen NHBEZ-Kulturen nach Paraquatinkubation.
Behandlung der PLZ-Kulturen mit 10 pM Paraquat im Medium. Auswertung von RT-PCR
Analysen. Die zu den angegebenen Zeitpunkten geernteten Proben wurden mit den unbehandelten
Kontrollen (100 %) verglichen.

zu 3.9.6. Einfluss von H,0, auf die Expression von P-gp mRNA in NHBEZ und PLZ
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Abb. 44-A: Pgp-mRNA Expression in humanen NHBEZ-Kulturen nach H,O,-Inkubation.
Behandlung der PLZ-Kulturen mit 100 pM H,O, im Medium. Auswertung von RT-PCR Analysen.

Die zu den angegebenen Zeitpunkten geernteten Proben wurden mit den unbehandelten Kontrollen
(100 %) verglichen.
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Anhang — Patientendaten

ID Geschlecht Alter Diagnose

15 m 56 Plattenepithelkarzinom

16 m 70 Bronchialkarzinom

17 m 61 Bronchiakarzinom

18 m 77 Plattenepithelkarzinom

20 m 64 nichtkleinzelliges Karzinom

30 m 72 nichtkleinzelliges Karzinom

41 m 49 Adenom

43 m 67 zentrales Bronchiakarzinom rechts

45 m 69 Bronchiakarzinom

46 m 66 Brocnhialkarzinom

47 m 75 Bronchiakarzinom

55 m 63 Bronchialkarzinom

56 m 71 Bronchialkarzinom Mischtyp

57 m 70 Plattenepithelkarzinom

58 w 63 Bronchiakarzinom linker Oberlappen
61 w 73 Bronchiakarzinom links

62 m 70 Bronchialkarzinom rechter Oberlappen
63 m 64 Bronchialkarzinom

64 m 64 Bronchiakarzinom

65 m 60 Bronchiakarzinom linker Unterlappen
66 m 65 Bronchiakarzinom linker Oberlappen
67 w 69 peripheres Bronchiakarzinom rechts
68 m 75 Bronchiakarzinom

69 w 40 kleinzelliges Bronchialkarzinom

70 m 61 Pl attenepithel karzinom rechter Oberlappen
71 m 59 Bronchialkarzinom

72 m 70 Bronchiakarzinom

73 m 48 Bronchiakarzinom rechts ( rezidiv)

74 w 46 Karzinom, rechter Unterlappen

75 m 66 Bronchialkarzinom

76 m 71 Adenokarzinom linker Oberlappen

77 m 54 Adenokarzinom rechter Unterlappen, mucinds
78 m 66 Pl attenepithel karzinom rechter Oberlappen
79 m 59 Bronchiakarzinom linker Unterlappen
80 m 63 Tumor rechter Oberlappen, Bronchiakarzinom
81 m 60 nichtkleinzelliges Adenokarzinom rechter Oberlappen
82 m 71 Bronchialkarzinom rechter Unterlappen
83 m 65 Plattenepithelkarzinom

84 m 56 nichtkleinzelliges Karzinom squam.diff.
85 m 65 Bronchialkarzinom rechter Unterlappen
87 m 80 Plattenepithelkarzinom linker Oberlappen
89 w 60 Ubertherapie???
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