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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Die Nieren

Die Nieren sind das wichtigste Ausscheidungsorgan des Kdorpers (Schmidt et al. 2010). Zu
den Hauptaufgaben der Nieren zahlen neben der Elimination harnpflichtiger Substanzen die
Regulierung des Wasser- und Elektrolythaushaltes sowie die Regulation des Saure-Basen-
Haushaltes (Klinke et al. 2010, Schmidt et al. 2010). Des Weiteren sind die Nieren an der
langfristigen Blutdruckregulation, der Mineralisierung der Knochen sowie als endokrines
Organ an der Bildung der Hormone Erythropoietin, Calcitriol und Renin beteiligt (Klinke et al.
2010). Nephrone bilden die funktionellen Grundeinheiten der Nieren. Jede Niere besitzt mehr
als eine Million Nephrone (Klinke et al. 2010). Zu den funf Hauptsegmenten eines Nephrons
zahlen der Glomerulus, der proximale Tubulus, die Henle-Schleife, der distale Tubulus und
das Sammelrohr (Abbildung 1.1).

distaler Tubulus

Glomerulus

Lokalisation der
untersuchten
Transporter im
proximalen Tubulus

Sammelrohr

/'

Henle-Schleife

Abbildung 1.1: Das Nephron.

Die schematische Darstellung des Nephrons zeigt die finf Hauptsegmente des Nephrons: den Glomerulus,
den proximalen Tubulus, die Henle-Schleife, den distalen Tubulus und das Sammelrohr. Zusétzlich markiert
die griine Ellipse die Lokalisation der in dieser Arbeit untersuchten Transportproteine (eigene Darstellung).
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1.2 Das Nierenzellkarzinom

Das Nierenzellkarzinom (NZK) ist ein Adenokarzinom und stellt derzeit etwa 3,8 % aller
bosartigen Tumorerkrankungen (Koul et al. 2011) und 86% aller malignen
Nierenerkrankungen dar (Hautmann und Huland 2001). Damit gehoért das NZK zu den zehn
haufigsten bdsartigen Tumoren der Welt (Ljungberg et al. 2011). Das Klarzellkarzinom,
welches von den proximalen Tubuluszellen ausgeht, stellt mit etwa 70 % den haufigsten Typ
des NZK dar (Goyal et al. 2013). Von dem uberwiegend im flnften bis siebten
Lebensjahrzehnt auftretenden Karzinom des proximalen Tubulus sind Méanner doppelt so
haufig betroffen wie Frauen (Hautmann und Huland 2001, Siltmann et al. 2005). Etwa ein
Drittel der Patienten mit einem NZK weisen bei der Diagnosestellung bereits Metastasen auf.
Die 5-Jahreslberlebensrate betragt bei diesen Patienten nach Motzer et al. weniger als
5 % (Motzer et al. 1996). In der Literatur werden je nach Ausdehnung der Tumorerkrankung
verschiedene Therapiemoglichkeiten des NZK beschrieben.

Die radikale Tumornephrektomie, welche erstmals 1952 von Foley beschrieben wurde, stellt
beim lokalisierten NZK die Behandlung der Wahl dar (Foley et al. 1952, Dempke 2006). Bei
der radikalen Tumornephrektomie wird die erkrankte Niere zusammen mit dem umgebenden
Gewebe (Nebenniere und Fettkapsel) entfernt. Das NZK gilt als chemo-, hormon- und
strahlenresistenter Tumor (Dempke 2006, Hautmann und Huland 2001, Pal et al. 2015).

1.2.1 Chemoresistenz des Nierenzellkarzinoms

Zahlreiche  Studien sowohl zu Mono- als auch Kombinationstherapien mit
Chemotherapeutika als Behandlungskonzept zeigen, dass das NZK nur gering
chemotherapiesensibel ist (George et al. 2002, Waters et al. 2004, Stadler et al. 2006).
Komplette Remissionen des Tumors sind selten (Dutcher 2002). Eine maximale
Remissionsrate von 16 % wird durch das Zytostatikum Vinblastin beschrieben (Dempke
2006). Die Ursache fir die Chemoresistenz ist noch nicht vollstandig geklart (Walsh et al.
2009). Eine mogliche Erklarung fir die verminderte Empfindlichkeit der Nierenkarzinomzellen
gegenlber einem Zytostatikum ist der Heraustransport (Efflux) von Zytostatika aus den
Tumorzellen (Sharom 2008, Gupta et al. 2011a). Die ATP-binding cassette-Transporter
(ABC-Transporter) wurden in der Literatur im Hinblick auf die Chemosensibilitat von
Tumoren beschrieben (Nomura et al. 2005, Huang 2007, Walsh et al. 2009).

1.3 Transportsysteme in Zellen
Transportproteine spielen eine wichtige Rolle beziglich der Funktion und Proliferation von
Zellen sowie des Zelltodes, weil sie fur den Influx und Efflux von Nahrstoffen, Metaboliten

und Pharmazeutika verantwortlich sind (Huang 2007).
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Ohne Transporter kdnnten die meisten Stoffe die Lipiddoppelschicht der Zellmembran nicht
passieren (Alberts et al. 2011). Membrantransportern werden im Organismus vielfaltige
Aufgaben und Funktionen der Resorption und Ausscheidung zugeschrieben. Sie sind dafir
zusténdig, dass lonen oder hydrophile Substanzen die Lipiddoppelschicht der Zellmembran
passieren konnen und stellen damit eine Verbindung zwischen Extra- und Intrazellularraum
dar (Alberts et al. 2011).

Als Transportarten werden der passive Transport in Richtung des elektrochemischen
Gradienten und der aktive Transport entgegen dem elektrochemischen Gradienten
unterschieden (Alberts et al. 2011). Der aktive Transport kann nur durch die Kopplung mit
einem zweiten energieliefernden Prozess erfolgen (Alberts et al. 2011). Primér aktiver
Transport liegt vor, wenn ein Substrat unter Energieverbrauch transportiert wird. Die Energie
dafiir stammt von ,primaren“ Energiequellen wie z.B. die Hydrolyse von ATP zu ADP und
Phosphat (Silbernagl und Despopoulos 2012). Zu den primdar aktiven Transportern zahlen
die in dieser Arbeit untersuchten ABC-Transporter (Bergeron et al. 2008). Beim sekundéar
aktiven Transport wird die Energie indirekt verbraucht. Die potentielle Triebkraft eines
bestehenden Konzentrationsgradienten, der zuvor durch ATP-Hydrolyse aufgebaut wurde,
wird dazu genutzt, um eine Substanz entgegen ihrem Konzentrationsgradienten zu
transportieren (Alberts et al. 2011). Zu diesem gekoppelten Transport zahlen Symporter und
Antiporter (Alberts et al. 2011). SLC-Transporter transportieren ihre Substrate passiv oder
sekundar aktiv (Bergeron et al. 2008). Beim tertiar aktiven Transport liefert ein sekundar
aktiver Transport den Antrieb (Schmidt et al. 2010).

Die Transportproteine lassen sich in Kandle und Carrier einteilen (Alberts et al. 2011).
Kanale sind porenbildende Transmembranproteine und erméglichen den passiven Transport
(Bergeron et al. 2008, Alberts et al. 2011). Carrier haben Bindungsstellen flr spezielle
Substrate, dndern nach der Substratbindung ihre Konformation und transportieren das
Substrat dadurch auf die andere Seite der Membran (Alberts et al. 2011). ABC- und SLC-

Transporter werden zu den Carriern gezahlt.

1.4  Efflux-Transporter

1.4.1 ABC-Transporter

Die Superfamilie der ABC-Transporter (ABC = ATP-binding cassette) stellt eine der groften
Membranproteinfamilien dar (Hoffmann und Kroemer 2004), die von einer grof3en Genfamilie
kodiert wird (Huang 2007) und erstmalig in Bakterien entdeckt wurde. ABC-Transporter sind
durch membrandurchspannende Doméanen und ATP-Bindungsdoménen gekennzeichnet

(Hoffmann und Kroemer 2004). Durch die Hydrolyse von gebundenem ATP zu ADP
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gewinnen die Transportproteine Energie fir den aktiven Transport strukturell
unterschiedlicher Substrate uUber eine Zellmembran (Dean und Allikmets 1995, Hoffmann
und Kroemer 2004, Nomura et al. 2005). Diese ATP-getriebenen Transportsysteme
exportieren Zytostatika und andere Substrate aus der Zelle und verhindern somit deren
intrazellulare Akkumulation. Da Efflux-Transporter als Gegenspieler der Influx-Transporter
der SLC-Familie betrachtet werden, ist die Expression der Efflux-Transporter insbesondere
im Rahmen der Chemotherapie zu beriicksichtigen. Im Hinblick auf die Uberwindung der
Chemoresistenz von Karzinomzellen wurden in den letzten Jahren viele Untersuchungen an
ABC-Transportern unternommen (Nomura et al. 2005, Shnitsar et al. 2009). Von den neun
Mitgliedern der MRP-Proteine (ABCC) sind MRP4 und das in dieser Arbeit untersuchte

MRP2 die wichtigsten Efflux-Transporter der Nieren (Masereeuw und Russel 2012).

14.1.1 Das Multidrug-Resistance-Protein 1 (MDR1)

Das Multidrug-Resistance-Protein 1 (MDR1; P-Glykoprotein, P=Permeabel) wurde erstmalig
1976 in einer Cholchicin-resistenten Zelllinie als Effluxtransporter detektiert (Huls et al.
2009). Zhou beschreibt MDR1 als einen der klinisch wichtigsten Membrantransporter (Zhou
2008). Der Transporter wird vorwiegend in der Leber, dem Intestinum, der Blut-Hirn-
Schranke und den Nieren exprimiert (Huang 2007, Huls et al. 2009). In den Nieren ist MDR1
in der apikalen Membran proximaler Tubuli lokalisiert und fur den Efflux von Substraten in
den Primarharn verantwortlich (Masereeuw und Russel 2012). MDR1 interagiert
insbesondere mit hydrophoben Medikamenten mit einer polyaromatischen Hauptkette und
neutraler oder positiver Ladung (Huang 2007). Dazu gehodren die Zytostatika Etoposid,
Vinblastin und Adriamycin (Huang 2007). Neben den Zytostatika werden u.a. Antikonvulsiva,
Calciumkanalantagonisten, Proteaseinhibitoren und antivirale Substanzen zu den Substraten

von MDR1 gezahlt (Masereeuw und Russel 2012).

1.4.1.2 Das Multidrug-Resistance-associated-Protein 2 (MRP2)

Das membranstandige Glykoprotein wird vorzugsweise in der apikalen Plasmamembran von
Hepatozyten, in proximalen Tubuluszellen der Nieren und im Intestinum exprimiert (Schaub
et al. 1999, Chen und Tiwari 2011). Schaub et al. haben beobachtet, dass MRP2 in 95 % der
Klarzellkarzinome der Nieren exprimiert wird (Schaub et al. 1999). Die Substratspezifitat des
Transportproteins beinhaltet ein breites Spektrum endogener und exogener organischer
Anionen (Gerk und Vore 2002, Masereeuw und Russel 2012). Diese werden meist in der
Zelle an Glucuronid oder Glutathion konjugiert und anschlielBend von MRP2 aus der Zelle
transportiert (Hoffmann und Kroemer 2004). Methotrexat ist als Substrat von MRP2

beschrieben (Chen und Tiwari 2011, Masereeuw und Russel 2012). In-vitro- Studien konnten
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zeigen, dass auch die Zytostatika Irinotecan, Cisplatin, Paclitaxel und Vincristin mit MRP2
interagieren (Chen und Tiwari 2011). Cui et al. zeigten, dass die Uberexpression von MRP2
in transfizierten HEK-293 Zellen (Zellen humaner embryonaler Niere) die Resistenz
gegeniber Cisplatin erhéht (Cui et al. 1999).

1.5. Influx-Transporter

1.5.1. Die SLC22-Familie

Die solute carrier 22 (SLC22)-Genfamilie enthalt funf Typen von Transportproteinen, die
Organische-Anionen-Transporter (OATs), die Organische-Kationen-Transporter (OCTS),
Organische-Kationen/Carnitin-Transporter (OCTNSs), die unbekannten Substrat-Transporter
(USTs) und Urat-Transporter (URATS) (Jonker und Schinkel 2004, Wu et al. 2009).

In der vorliegenden Arbeit wurden von den Mitgliedern der SLC22-Familie die humanen
Transporter OAT1, OAT3, OAT4, OAT10, OCT1, OCT2 und OCT3 untersucht. Es handelt
sich dabei um Transmembranproteine, welche im Koérper des Menschen vorwiegend in den
Nieren und der Leber exprimiert werden (Jacobsson et al. 2007). Sie sind fur die Aufnahme,
die Verteilung und die Ausscheidung von Toxinen, endogenen Substanzen sowie
Medikamenten inklusive Zytostatika verantwortlich (Jacobsson et al. 2007). Die Transporter
enthalten 12 Transmembrandomanen mit intrazellularen N- und C-Termini und einem grof3en
extrazellularen Loop zwischen der ersten und zweiten Transmembrandoméne (Burckhardt
und Wolff 2000). Im Gegensatz zu den ABC-Transportern, die in den letzten drei
Jahrzehnten eingehend untersucht wurden, sind die Transporter der SLC22-Familie
hinsichtlich der Chemoresistenz von Tumorzellen wenig erforscht und beschrieben (Gupta et
al. 2011a).

1.5.1. Die humanen Organische-Anionen-Transporter

OATs werden in der Leber, den Nieren, der Plazenta, in der Blut-Hirn-Schranke und im
Nasenepithel exprimiert (Burckhardt 2012). In den Nieren sind OATSs in der Plasmamembran
proximaler Tubuluszellen lokalisiert (Burckhardt und Burckhardt 2011, Burckhardt 2012).
OATs sind polyspezifische Transporter (Burckhardt 2012), die sowohl mit negativ geladenen
endogenen Metaboliten als auch einer Vielzahl von Pharmaka wie z.B. Antibiotika,
antiviralen Wirkstoffen und Diuretika interagieren (Ubersichten in: Burckhardt 2012, Emami
Riedmaier et al. 2012).
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1.5.1.1. Der humane Organische-Anionen-Transporter 1 (OAT1)

In den Nieren ist OAT1 (SLC22A6) in der basolateralen Membran des proximalen Tubulus
lokalisiert und unter anderem fir die Aufnahme von Arzneimitteln vom Blut in die Zelle
verantwortlich (Burckhardt und Burckhardt 2011). Die Expression von OAT1 ist zwar in einer
Vielzahl weiterer Gewebe wie zum Beispiel im Gehirn (Alebouyeh et al. 2003) und in der
Plazenta (Koepsell und Endou 2004), beschrieben, doch in keinem anderen Organ ist die
Expression von OAT1 so hoch wie in den Nieren (Hosoyamada et al. 1999, Sekine et al.
1997, Nishimura und Naito 2005). OAT1 ist ein Antiporter, der intrazellulares a-Ketoglutarat
gegen extrazellulare organische Anionen und Xenobiotika austauscht (Burckhardt 2012). Die
para-Aminohippursdure (PAH; Diagnostikum zur Untersuchung der Nierenfunktion) dient als
Modell-Substrat zur Charakterisierung der OAT1-Funktion (Hosoyamada et al. 1999,
Burckhardt 2012). OATL1 ist fur seine umfassende Substratspezifitat bekannt (Wright und
Dantzler 2004) und interagiert mit mehr als hundert Substraten (Sekine et al. 2006). Dazu
zahlen endogene Substrate wie Dicarboxylate, Monocarboxylate, Urat und Hormone wie
Prostaglandin E; und F.q (Sekine et al. 2006, Burckhardt und Burckhardt 2011, Burckhardt
2012). AuBerdem wurde eine Interaktion von OAT1 mit ACE-Hemmern wie Captopril,
Angiotensin-lI-Rezeptor Blockern wie Olmesartan, Diuretica, Statinen, Urikosurika,
Antibiotika wie Penicillin und Tetracyclin, antiviralen Medikamenten wie Acyclovir,
nichtsteroidalen antiinflammatorischen Pharmaka wie z.B. Acetylsalicylsaure und Histamin-
H2-Rezeptor-Antagonisten wie Cimetidin nachgewiesen (Burckhardt 2012). Zudem ist
bekannt, dass das Zytostatikum Methotrexat, ein Analogon der Folsaure (Vitamin B9), mit
OAT1 interagiert (Rizwan und Burckhardt 2007, Burckhardt und Burckhardt 2011, Burckhard
2012).

1.5.1.2. Der humane Organische-Anionen-Transporter 3 (OAT3)

Das Gen fur OAT3 (SLC22A8) ist auf dem Chromosom 11g12.3 neben dem Gen fir OAT1
(SLC22A6) lokalisiert (Burckhardt 2012, Emami Riedmaier et al. 2012). Immunhistochemisch
ist OAT3 in den Nieren genau wie OAT1 in der basolateralen Membran des proximalen
Tubulus lokalisiert (Cha et al. 2001, Burckhardt 2012). Eine erhthte Aktivitat das OAT3-
Promotors wurde in Anwesenheit von cAMP beschrieben (Ogasawara et al. 2006). Wegner
et al. zeigten, dass der Transkriptionsfaktor BCL6 den Oat3-Promotor von Ratten aktiviert
(Wegner et al. 2012). Motohashi et al. haben postuliert, dass OAT3 der in den humanen
Nieren am starksten exprimierte OAT sein kdnnte, da sie eine hdhere Expression von OAT3-
MRNA als von anderen OATs in den Nieren detektieren konnten (Motohashi et al. 2002).
Andere Studien widerlegen diese Aussage, da z.B. Sakurai et al. (2004) und Hilgendorf et al.
(2007) gleich viel oder mehr OAT1-mRNA nachweisen konnten. Ahnlich wie OAT1 fungiert

OAT3 als Antiporter fir a-Ketoglutarat gegen organische Anionen und ist auch durch eine
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facettenreiche Substratspezifitdit gekennzeichnet (Emami Riedmaier et al. 2012). Einige
Substratspezifititen von OAT3 &hneln denen des OAT1 (Wright und Dantzler 2004),
allerdings transportiert OAT3 lipophilere Substrate als OAT1 (Burckhardt und Burckhardt
2011, Emami Riedmaier et al. 2012). OAT3 transportiert eine Reihe endogener Substanzen
wie z.B. cAMP, Cortisol, Prostaglandin E> und Urat (Emami Riedmaier et al. 2012). OAT3
interagiert auch mit einigen pharmakologischen Substanzen wie z.B. Diuretika, ACE-
Inhibitoren, antiviralen Substanzen, Histamin-H2-Rezeptor-Antagonisten, nichtsteroidalen
antiinflammatorischen Medikamenten und Antibiotika wie Cephalosporine (Rizwan und
Burckhardt 2007, Burckhardt und Burckhardt 2011, Burckhard 2012, Emami Riedmaier et al.
2012). Cha et al. zeigten den OAT3-vermittelten Transport des Zytostatikums Methrotrexat
(Cha et al. 2001). Fiur das Zytostatikum Methotrexat weist OAT3 eine hdhere Affinitat als
OAT1 auf (Burckhardt 2012). Bislang konnte nur am Oat3 von Mausen ein Transport des in
dieser Arbeit untersuchten Zytostatikums 5-Fluorouracil nachgewiesen werden (Kobayashi et
al. 2004).

1.5.1.3. Der humane Organische-Anionen-Transporter 4 (OAT4)

Im Jahr 2000 berichteten Cha et al. erstmalig von der Isolierung des humanen Organische-
Anionen-Transporters 4 (OAT4, SLC22A11) aus der Niere (Cha et al. 2000). OAT4 ist in der
apikalen Membran, an der lumenwarts gerichteten Seite proximaler Tubuluszellen lokalisiert
(Cha et al. 2000, Ekaratanawong et al. 2004) und in der Plazenta nachgewiesen (Cha et al.
2000). Hagos et al. konnten nachweisen, dass OAT4 sowohl als Efflux- als auch als Influx-
Transporter arbeiten kann und bezeichneten OAT4 als asymmetrischen Antiporter, der a-
Ketoglutarat gegen organische Anionen und Arzneistoffe in Influx- und Efflux-Richtung
austauscht (Hagos et al. 2007). Die Resorption von organischen Anionen erfolgt demnach im
Austausch gegen intrazellulare Dicarboxylat- oder Hydroxylionen, die Sekretion von
organischen Anionen erfolgt im Austausch gegen Chlorid aus dem Extrazellularraum
(Burckhardt und Burckhardt 2011, Emami Riedmaier et al. 2012). OAT4 vermittelt den Influx
von Ostrogensulfat und Urat, DHEAS, Prostaglandin E> und Prostaglandin Fy, sowie von
Medikamenten wie z.B. Diuretika und Methotrexat (Hagos et al. 2007, Burckhardt und
Burckhardt 2011, Burckhardt 2012). Ein bekanntes Efflux-Substrat ist PAH (Burckhardt
2012).

1.5.1.4. Der humane Organische-Anionen-Transporter 10 (OAT10)

OAT10 (SLC22A13) wird in der apikalen Membran der proximalen Tubuluszellen exprimiert
(Bahn et al. 2008). Dieser Transporter hat eine besonders hohe Substratspezifitat fur das
Vitamin Nicotinat (Bahn et al. 2008, Burckhardt und Burckhardt 2011). OAT10 vermittelt als
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Antiporter den Austausch von Urat oder Nicotinat aus dem Extrazellularraum gegen
intrazellulares Laktat, Succinat oder Glutathion (Burckhardt 2012). Bahn et al. zeigten, dass
OAT10 den Austausch organischer Anionen und nicht, wie seit seiner Isolierung als organic
cation transporter like 3 angenommen, organischer Kationen vermittelt (Bahn et al. 2008).

1.5.2. Die humanen Organische-Kationen-Transporter

Die Organische-Kationen-Transporter (OCTs) werden ebenfalls der Familie der SLC22-
Transportproteine zugeordnet und sind Uberwiegend in den Nieren und in der Leber
exprimiert (Burckhardt und Wolff 2000). OCT-Transportern wird in erster Linie die
Vermittlung der hepatischen (OCT1) und der renalen Exkretion (OCT2 und OCT3)
zugeschrieben. OCTs weisen eine Affinitat fur positiv geladene endogene Substanzen wie
Adrenalin und Noradrenalin und fir positiv geladene exogene Substanzen wie
Methylphenylpyridinum (MPP+) und Tetraethylammoniumion (TEA) auf (Burckhardt und
Wolff 2000). Der Transport durch OCT-Proteine erfolgt aktiv entlang eines

Konzentrationsgradienten (Gupta et al. 2011a).

1.5.2.1. Der humane Organische-Kationen-Transporter 1 (OCT1)

OCT1 (SLC22A1) wurde 1997 aus der humanen Leber isoliert (Zhang et al. 1997). OCT1 ist
hauptséachlich in der Leber exprimiert (Heise et al. 2012). In verschiedenen Studien konnte
die Expression von OCT1 in Zellen von Kolonkarzinomen und Polypen nachgewiesen
werden (Gupta et al. 2011a). OCT1 ist fur die Aufnahme verschiedener sowohl endogener
als auch exogener Substanzen verantwortlich und vermittelt den Transport der Zytostatika
Irinotecan, Imatinib, Oxaliplatin, Picoplatin, Paclitaxel und Mitoxantron, welche sehr
verschiedene Strukturen aufweisen (Zhang et al. 2006, Gupta et al. 2011a, Gupta et al.
2011b).

1.5.2.2. Der humane Organische-Kationen-Transporter 2 (OCT2)

OCT2 (SLC22A2) wurde 1997 in der humanen Niere identifiziert (Gorboulev et al. 1997).
OCT2 wird in der basolateralen Membran des proximalen Tubulus exprimiert (Koepsell et al.
2003) und vermittelt dort die Eliminierung positiv geladener endogener und exogener
Substanzen aus dem Blutplasma (Gupta et al. 2011a). Kitada et al. konnten in ihren
Untersuchungen die Expression von OCT2 in Zellen des kolorektalen Karzinoms nachweisen
(Kitada et al. 2008). OCT2 besitzt eine ahnliche Substratspezifitat wie OCT1 (Ubersicht in:
Koepsell et al. 2007). OCT2 vermittelt u.a. den Transport des Antidiabetikums Metformin

vom Blut in die proximalen Tubuluszellen (Chen et al. 2009). Cisplatin ist das bekannteste
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Zytostatikum, welches vom OCT2 transportiert wird (Ciarimboli et al. 2005). Zudem vermittelt
OCT2 den Transport von Oxaliplatin (Yonezawa et al. 2006, Zhang et al. 2006) und Ifosfamid
(Ciarimboli et al. 2011).

1.5.2.3. Der humane Organische-Kationen-Transporter 3 (OCT3)

OCT3 (SLC22A3) wird in vielen humanen Geweben exprimiert (Koepsell et al. 2003). OCT3
wurde unter anderem in den Nieren (Wu et al. 2000) und in der Plazenta (Sata et al. 2005)
nachgewiesen. Shnitsar et al. konnten die Expression von OCT3 in Nierenkarzinomzelllinien
detektieren (Shnitsar et al. 2009). OCT3 hat eine &@hnliche Substratspezifitat wie OCT1 und
OCT2 (Ubersicht in: Koepsell et al. 2007). OCT3 transportiert die Zytostatika Irinotecan,
Oxaliplatin, Melphalan und Vincristin (Shnitsar et al. 2009, Gupta et al. 2011a).

1.6. Transkriptionsfaktoren

Die Initiation der Transkription stellt die wichtigste Stufe der Regulation der Genexpression
dar (Loffler und Petrides 2014). Die Transkription von Genen wird durch
Transkriptionsfaktoren reguliert (Campbell und Reece 2006, Fulton et al. 2009). Dabei
handelt es sich um kleine Proteine, welche an spezifische Regionen der DNA binden und die
Promotoren aktivieren oder reprimieren kénnen (Liu et al. 1999). Auf diese Weise
ermdglichen Transkriptionsfaktoren eine selektive Regulation und Expression von Genen.
Innerhalb eines Promotors kdnnen viele verschiedene Transkriptionsfaktoren binden, da

dieser mehrere Bindungsstellen umfasst.

1.6.1. Transkriptionsfaktor B-cell lymphoma 6 (BCL6)

Der Transkriptionsfaktor B-cell lymphoma 6 (BCL6) wurde in B-Zellen identifiziert und
charakterisiert (Wagner et al. 2011). BCL6 wird beim Menschen im Keimzentrum der
Lymphfollikel erhdht exprimiert (Dent et al. 2002, Basso und Dalla-Favera 2012). In
ausgereiften Kardiomyozyten wurde die BCL6-Expression ebenfalls beschrieben (Altieri et al.
2012). In Mausen konnte die BCL6-Expression unter anderem in der Leber (Zhang et al.
2012) und in Spermatozyten (Kojima et al. 2001) gezeigt werden. BCL6 spielt eine wichtige
Rolle fir die Embryonalentwicklung, die Immunantwort, die Lymphozytendifferenzierung und
ist fur die Zellzykluskontrolle unerlasslich (Staudt et al. 1999, Dent et al. 2002, Wagner et al.
2011, Basso und Dalla-Favera 2012). Eine der Hauptfunktionen von BCL6 ist die Repression
der Transkription (Dent et al. 2002, Wagner et al. 2011, Basso und Dalla-Favera 2012). Als
Repressor bindet BCL6 meistens direkt an dessen Konsensussequenz (Basso und Dalla-

Favera 2012). Es ist ebenso moglich, dass BCL6 die Genexpression indirekt durch Protein-
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Protein-Interaktionen mit weiteren Transkriptionsfaktoren reguliert (Dent et al. 2002). Durch
die Anderung der BCL6-Expression werden transkriptionale Veranderungen zahlreicher
Gene induziert, was eine Regulation von Signalwegen wie z.B. des Wnt-Signalwegs in der
Zelle induzieren kann (Basso und Dalla-Favera 2012).

Das auf Chromosom 3927 lokalisierte BCL6-Gen ist 24 kb lang und kodiert fir ein Protein mit
der molekularen Gro3e von 95 kDa (Ye et al. 1993, Chang et al. 1996, Dent et al. 2002).
BCL6 gehort zur Familie der BTB/POZ/Zink-Finger (Bric a Brac/Tramtrack/Broad
complex/POX Virus Zink-Finger) Transkriptionsfaktoren (Chang et al. 1996, Bereshchenko et
al. 2002, Lemercier et al. 2002, Miles et al. 2005, Basso und Dalla-Favera 2012). Die
BTB/POZ-Domane befindet sich am Amino-Terminus (N-Terminus) und ist fur die Protein-
Protein-Interaktion sowie die Homo- und Heterodimerisierung des BCL6-Proteins essentiell
(Miles et al. 2005, Costoya 2007, Basso und Dalla-Favera 2012). Der Mittelteil des BCL6-
Proteins enthalt drei PEST-Domanen (reich an Prolin, Glutaminséure, Serin und Theronin)
und ist an der Stabilitdt und Aktivitat des Proteins beteiligt (Basso und Dalla-Favera 2012).
Innerhalb dieses Mittelteils kann p300, ein Co-Aktivator, an das Protein binden und es durch
Acetylierung inaktivieren (Bereshchenko et al. 2002). Am Carboxy-Terminus (C-Terminus)
des BCL6-Proteins befindet sich die Zink-Finger-Domane, welche aus sechs Zink-Fingern
des Kruppel-Typs besteht und flr die Protein-Protein-Interaktion von BCL6 und die
sequenzspezifische DNA-Bindung verantwortlich ist (Miles et al. 2005, Basso und Dalla-
Favera 2012).

BTB/POZ-Domdne PEST-Domdnen

Abbildung 1.2: Schematische Darstellung des BCL6-Proteins.

Dargestellt sind die drei funktionell bedeutendsten Protein-Doméanen. Die N-terminale BTB/POZ-Domaéne (Bric a
Brac/Tramtrack/Broad complex/POX Virus Zink-Finger), welche fir die Protein-Protein-Interaktion und
Dimerisierung des Proteins verantwortlich ist, die PEST-Doméanen, welche fur die Aktivitat und Stabilitdt das
Proteins zustandig sind und die C-terminale Zink-Finger-Doméane. Die Zink-Finger-Doméane besteht aus sechs
Zink-Fingern des Kriuppel-Typs und ist fur die DNA-Bindung und ebenfalls flr die Protein-Protein-Interaktion
verantwortlich (eigene Darstellung in Anlehnung an Basso und Dalla-Favera 2012, S. 173).

Wegner et al. haben erstmalig gezeigt, dass BCL6 geschlechtsabhangig in den Nieren von
Ratten exprimiert wird (Wegner et al. 2012). Dabei wurde BCL6 in mannlichen Ratten héher
als in weiblichen exprimiert (Wegner et al. 2012). Bisher ist wenig dartuber bekannt, welche
Rolle BCL6 in Nierenkarzinomzellen austben konnte, da bisherige Untersuchungen
hauptséchlich in B- und T-Zellen durchgefiihrt worden sind (Wagner et al. 2011, Basso und
Dalla-Favera 2012). Erste Resultate tber den Einfluss von BCL6 auf die Transportproteine in

den Nierenzellen wurden von Wegner et al. (2012) und Wegner et al. (2014) veroffentlicht.
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Dabei wurde BCL6 als moéglicher geschlechtsabhéngiger Regulator des Oatl in Rattennieren
identifiziert (Wegner et al. 2012). Des Weiteren wurde nachgewiesen, dass BCL6 die
Genexpression des humanen OATL1 indirekt erhéhen kann (Wegner et al. 2014). Diese
Erkenntnis steht im Kontrast zu den bisherigen Publikationen, in denen BCL6 als Repressor-
Protein der Transkription beschrieben wird (Chang et al. 1996, Lemercier et al. 2002,
Wagner et al. 2011, Basso und Dalla-Favera 2012).

1.7. Aufgabenstellung und Zielsetzung

Nierenkarzinomzellen sprechen auf die systemische Chemotherapie nur wenig an (Longo et
al. 2007). Ein Teil der Chemoresistenz beruht auf dem Efflux von Zytostatikamolekilen aus
den Karzinomzellen (Sharom 2008). Bis heute ist die Expression der Influx-Transportproteine
in Karzinomzellen unzureichend bekannt. Die Expression von Influx-Transportern der
SLC22-Familie in Nierenkarzinomzellen kénnte die Ansammlung spezieller Zytostatika in den
Karzinomzellen erhéhen und damit entscheidend zu einer erhdhten Chemosensitivitat der
Karzinomzellen beitragen (siehe Abbildung 1.3). Die Erforschung dieser Transporter ist flr
das Verstandnis und die Therapie von Nierenzellkarzinomen von hoher Relevanz. Neben der
Evaluierung der Expression von Influx-Transportern ist auch die Kenntnis Uber mogliche
Beeinflussungsmaoglichkeiten der Expression und das Verstandnis Uber die Transporter-
Zytostatika-Interaktionen zur zielgerichteten Chemotherapie von grof3er Bedeutung.

Die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten ABC- und SLC-Transporter haben einen gro3en
Einfluss auf die Pharmakokinetik von Medikamenten (Huang 2007). In den Experimenten
wird untersucht, ob Efflux-Transporter wie die ABC-Transporter und Influx-Transporter wie
die SLC-Transporter in Nierenkarzinomzelllinien exprimiert werden und ob sie einen Einfluss

auf die Zystostatika-Resistenz dieser Zellen haben kénnten.

Als Hauptziel dieser Arbeit gilt es zu untersuchen, ob der Transkriptionsfaktor BCL6 eine
Rolle in der Expression von Transportproteinen in Nierenkarzinomzelllinien spielt und ob

daraus resultierend die Chemosensitivitat der Nierenkarzinomzellen erhéht werden kann.
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Abbildung. 1.3: Die Chemoresistenz der Nierenkarzinomzellen kénnte durch gesteigerte Expression der
SLC22-Transporter tberwunden werden (modifiziert nach Gupta et al. 2011a).

Die Expression der SLC22-Transporter soll durch BCL6-Uberexpression erhoht werden, damit diese Transporter

Zytostatika vermehrt in die Karzinomzellen transportieren und eine erhdhte intrazellulare Konzentration der
Zytostatika bewirken.



2 Material und Methoden

2.1 Material

Material und Methoden

Im folgenden Abschnitt werden die fir die Durchfihrung der Experimente verwendeten

Materialien und Gerate aufgefiihrt. Die verschiedenen Losungen werden in ihren einzelnen

Zusammensetzungen und Konzentrationen beschrieben.

2.1.1 Gerate

Die folgende Tabelle gibt einen Uberblick tiber die in dieser Arbeit eingesetzten Geréte.

Tabelle 2.1: Gerate

Gerat Modell Herkunft
Brutschrank Function Line Heraeus

(Heraeus Jubile Edition) (Hanau, Deutschland)
Elektrophorese Powersupply PPS 200-1D MWG-Biotech

Eismaschine
Feinwaage
Gefrierschrank -80 °C

Gefrierschrank -20 °C

Gelkammer
Geldokumentation
Mikroplattenleser

Mikroskop

Mikroskopkamera
Mikrowelle
Minizentrifuge

PCR Cycler

real-time PCR Cycler

AF 10
2002 MP1
Herafreeze

Premium no frost

Midi

Gel Print 2000 |

Mithras LB 940

Telaval 31
Fluoreszenz-Mikroskop
AXIO Observer D1
Powershot G2

Privileg 8521

C-1200

C1000™ Thermal Cycler
PTC-200 Peltier Thermal

Cycler
Mx3005p

(Ebersberg, Deutschland)
Scotsman Ice Systems
(Herborn, Deutschland)
Sartorius

(Gottingen, Deutschland)
Heraeus

(Hanau, Deutschland)
Liebherr

(Ochsenhausen,
Deutschland)

Eurofins MWG Operon
(Ebersberg, Deutschland)
Biophotonics

(Ann Arbor, MI, USA)
Berthold Technologies
(Bad Wildbad, Deutschland)
Carl Zeiss AG
(Oberkochen, Deutschland)

Carl Zeiss AG
(Oberkochen, Deutschland)
Canon Inc

(Tokio, Japan)

Quelle Schickedanz
(Farth, Deutschland)
Labnet International
(Woodbridge, NJ, USA)
Bio-Rad Laboratories, Inc
(Hercules, CA, USA)

MJ Research

(Waterfront, MA, USA)
Stratagene

(Waldbronn, Deutschland)
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RNA/DNA Calculator Gene Quant Il

und Photometer

Pharmacia biotech
(Cambridge, England)

Schittler KS 250 basic IKA Labortechnik

(Staufen, Deutschland)
Vortex MS1 Minishaker IKA

(Staufen, Deutschland)
Wasserbad GFL W. Krannich GmbH & Co KG

(Gottingen, Deutschland)
Werkbank Save 2000 Thermo Scientific
Zahlkammer Neubauer bright-line Paul Marienfeld GmbH & Co

(nach Neubauer)

KG (Lauda-Konigshofen,
Deutschland)

Zentrifugen Megafuge 40 R Heraeus
(Hanau, Deutschland)
Thermo Scientific Eppendorf AG
541D (Hamburg, Deutschland)

2.1.2 Verbrauchsmaterial

Die verwendeten Pipettenspitzen und Glasmaterialien wurden vor der Nutzung fur 20

Minuten bei 120 °C autoklaviert. Fur die Zellkultur wurden hauptsachlich Einwegartikel

verwendet.

Tabelle 2.2: Verbrauchsmaterial

Material Hersteller
Deckglaschen Menzel

(Braunschweig, Deutschland)
Reaktionsgefalie (0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml) Eppendorf

(Hamburg, Deutschland)
Handschuhe Meditrade

(Kiefersfelden, Deutschland)
Pipettenspitzen Sarstedt

(NUmbrecht, Deutschland)
Kryor6hrchen (1,8 ml) Sarstedt

(NUmbrecht, Deutschland)
Roéhre (15 ml, 50 ml) Sarstedt

(NUimbrecht, Deutschland)
Objekttrager Carl Roth®

(Kralsruhe, Deutschland)
Zellkulturschalen (100x20mm) Sarstedt

(NUmbrecht, Deutschland)
Zellkulturplatten Sarstedt

(Nimbrecht, Deutschland)




2.1.3 Verwendete Chemikalien

Tabelle 2.3: Verwendete Chemikalien

Material und Methoden

Stoffbezeichnung

Hersteller

B-Mercaptoethanol

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium with
high glucose (DMEM-HG)

Ethidiumbromid

Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Formaldehyd

Immersol™ 518 F

Penicillin/Streptomycin (PEN-STREP)

Phosphat-gepufferte Salzlésung (PBS)
Poly-D-Lysin-Hydrobromid

NaCl

Trypsin

AppliChem (Darmstadt, Deutschland)
AppliChem (Darmstadt, Deutschland)
Biochrom AG (Berlin, Deutschland)

Sigma-Aldrich® (Steinheim, Deutschland)
AppliChem (Darmstadt, Deutschland)

Carl Roth® (Karlsruhe, Deutschland)

Carl Zeiss AG (Oberkochen, Deutschland)
PAA Laboratories GmbH (Cdlbe,
Deutschland)

AppliChem (Darmstadt, Deutschland)
Sigma-Aldrich® (Steinheim, Deutschland)
Merck (Darmstadt, Deutschland)
Biochrom AG (Berlin, Deutschland)

2.1.4 Medien, Losungen, Puffer

Alle Losungen, Medien und Puffer wurden mit destilliertem H>O angesetzt und, wenn nicht

anders beschrieben, bei Raumtemperatur gelagert. Die folgende Tabelle (Tab. 2.4) fasst die

verwendeten Substanzen zusammen.

Tabelle 2.4: L6sungen und Puffer

Losung, Puffer

Zusammensetzung /Hersteller, Produkt-

Nr.

Agarosegel-Elektrophorese Ladepuffer 5x

DNA Stopp (10 ml)

Ethidiumbromid (Stammldsung)

PCR-Puffer (10x)

6,3 g Glycerol

2 ml 0,5 M Ethylendiamintetraacetat
(EDTA) pH 8,0

50 pl Trishydroxymethylaminomethan
(Tris) HCI pH 7,6

0,001 % (w/v) Bromphenolblau

0,001 % (w/v) Xylencyanol FF

mit nukleasefreiem aqua dest. auf

10 ml aufgefullt

5 ml Glycerol

2ml 0.5MEDTA, pH8.0

50 pl 2 M Tris-HCI, pH 7.6

— zu 10 ml sterilem und filtriertem HO
geben

— wenige Kristalle Bromphenolblau zufiigen
— wenige Kristalle Xylencyanol FF zuftugen
Sigma-Aldrich®, E1510

10 mg/ml in nukleasefreiem aqua dest.

500 mM KCI

100 mM Tris, pH 9.0
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15 mM MgCl,
1 % Triton X-100
PBS (Phosphat-gepufferte Salzlésung) Applichem, A0964
9,55 gin 1 | aqua dest.
Tris-Borat-EDTA (TBE)-Puffer 5x 54 g/l Tris-Base

27,5 g/l Borsaure

20 ml 0,5 M EDTA pH 8,5

aufgefullt auf 1 | mit aqua dest.
Trypsin-Lésung 0,1 % Trypsin in PBS

2141 Zellkulturmedien

Die Zellkulturmedien wurden vor der Nutzung auf 37 °C vorgewarmt. Dem fur die Zellkultur
verwendeten zellspezifischen Kulturmedium Quantum 263 (mit L-Glutamin) wurden 100 U/ml
Penicillin und 100 g/ml Streptomycin zugefligt. Fir die transiente Transfektion wurden die

Zellen im Quantum 263 Medium ohne antibiotische Zusatze 24 Stunden kultiviert.

Tabelle 2.5: Zellkulturmedien

Dulbecco’s Modified Eagle Medium with high Biochrom AG (Berlin, Deutschland)
glucose (DMEM-HG)

Quantum 263 (Tumorzellmedium mit L- PAA Laboratories GmbH (Cdlbe,
Glutamin) Deutschland)

2.1.5 Kits und Enzyme

Tabelle 2.6: Kits und Enzyme

Kit/Enzym Hersteller

EnzChek® Caspase-3 Assay Kit # 2 Molecular probes® (Eugene, OR, USA)

Lipofectamine™ 2000 Invitrogen™, Life Technologies (Carlsbad,
CA, USA)

RNeasy® Mini Kit (50) Qiagen (Hilden, Deutschland)

Tag-Polymerase in eigener Arbeitsgruppe hergestellt

Superscript®ll Reverse Transkriptase Invitrogen™, Life Technologies (Carlsbad,

CA, USA)
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2.1.6 Antikérper

Tabelle 2.7: Antikorper

Antikdrper Hersteller
Alexa Fluor® 488 goat anti-mouse IgG (H+L) Invitrogen™, Life Technologies
Monoclonal mouse anti-human-BCL6 Santa Cruz® biotechnology

(H-12): sc-365618

2.1.7 Vektoren

Tabelle 2.8: Vektoren

Name Applikation, Anbieter

pcDNA3-BCL6 Humaner BCL6 Expressionsvektor, freundlicherweise zur Verfigung
gestellt von Giovanna Roncador, Monoclonal Antibodies Unit Centro
Nacional de Investigaciones Oncolégicas, Spanien

pcDNA3 Eukaryotischer Expressionsvektor, hergestellt, indem BCL6-cDNA aus
dem Expressionsvektor pcDNA3-BCL6 entfernt wurde

2.1.8 Oligonukleotidprimer

Tabelle 2.9: Oligonukleotidprimer

Protein  Primer Sequenz 5°-3¢ Produkt-  Annealing Zyklen Gel
(Gen) lange Temperatur
GAPDH 84_1for TCACCATCTTCCAG 572 bp 56 °C 22 15%
GAGCG
84 2rev CTGCTTCACCACCT
TCTTGA
BCL6 108 1for CTTCTCAACCTTAAT 91 bp 53 °C 30 2%
CGTCTC
108_2rev CCGTTTTATGGGCT
CTAAACTG

2.1.9 TagMan® Genexpressions-Assays
Die im Folgenden aufgefiihrten TagMan® real-time PCR Assays wurden von Applied

Biosystem (Foster City, CA, USA) bezogen.
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Tabelle 2.10: Ubersicht iiber die verwendeten TagMan® Assays mit ihren SpleiRvarianten

Protein Assay Spleillvariante
(Gen)

BCL6 Hs00277037_m1 NM_001130845.1
NM_001134738.1
NM_001706.4

OAT3 Hs00188599 m1 NM_001184732.1

(SLC22A8) NM_001184733.1
NM_001184736.1
NM_004254.3

OAT4 Hs00218486_m1 NM_018484.2
SLC22A11

OCT2 Hs00533907_m1 NM_003058.3
SLC22A2

MDR1 Hs00184491 m1 NM_000927.4
(ABCB1)
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_001184732.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_001184733.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_001184736.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_004254.3
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_004256.3
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_018484.2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_003057.2

2.1.10 Software und Online-Datenbanken

Tabelle 2.11: Software
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Programm

Verwendung

Hersteller

AXxio Vision Rel. 4.6

GraphPad Prism 4

Imaged 1.44

Microsoft Office 2007

MicroWin 2000 Version

Fluoreszenz- Mikroskopie

Statistische Uberpriifung der
Ergebnisse und Erstellung
der Graphen
Bildbearbeitung

Daten- und Textverarbeitung

Messung der Fluoreszenz

Carl Zeiss AG
(Oberkochen, Deutschland)
GraphPad Software, Inc.
(La Jolla, CA, USA)

Wayne Rasband
Microsoft Corporation
(Redmond, WA, USA)
Berthold Technologies

441 (Bad Wildbad, Deutschland)

MxPro — Mx3000P real-time PCR Agilent Technologies
(Waldbronn, Deutschland)

Tabelle 2.12: Online-Datenbanken

Name Adresse

NCBI (National Center for Biotechnology

Information)

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

2.1.11 Nierenkarzinomzelllinien
Die in den vorliegenden Untersuchungen verwendeten Nierenkarzinomzelllinien 786-O und
ACHN wurden von ATCC (LGC Standards GmbH, Wesel, Deutschland) bezogen.

Die LN78 und RCCNG1

Nierenkarzinomen (durchgefihrt in der Universitidtsmedizin Géttingen, Abteilung Nephrologie

untersuchten Zelllinien stammen aus Biopsien von

und Rheumatologie). Sie wurden dem Institut freundlicherweise von Prof. Dr. Gerhard A.

Miller und Prof. Dr. H. Dihazi aus der Abteilung Nephrologie und Rheumatologie,

Universitatsmedizin Géttingen zur Verfiigung gestellt.

ACHN

ATCC Nummer:

Organismus:

Herkunft;

CRL-16112

Homo sapiens (Zellen eines 22-jahrigen kaukasischen Mannes)

Niere


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

Erkrankung:

Wachstumsverhalten:

Morphologie:

LN78

Organismus:

Herkunft;

Erkrankung:

Wachstumsverhalten:

Morphologie:

RCCNG1

Organismus:

786-0O

ATCC Nummer:

Organismus:

Herkunft;

Erkrankung:

Wachstumsverhalten:

Morphologie:
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Adenokarzinom der Niere (Zellen stammen von der

metastasierenden Seite: Pleuraerguss)

adharent

epithelial

Homo sapiens (Zellen einer 73-jahrigen Frau)
Niere

Klarzellkarzinom der Niere

adharent

epithelial

Homo sapiens (Mann)

CRL-1932

Homo sapiens (Zellen eines 58-jahrigen kaukasischen Mannes)
Niere

Klarzellkarzinom der Niere

adhérent

epithelial
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur

Die verwendeten Nierenkarzinomzelllinien 786-O, ACHN, LN78 und RCCNG1 wurden unter
sterilen Bedingungen in jeweils 10ml des Kulturmediums Quantum 263 mit
Penicillin/Streptomycin ausgesét und im Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO. kultiviert. Alle
drei Tage erfolgte ein Mediumwechsel, die Konfluenz der Zellen wurde alle zwei Tage
lichtmikroskopisch kontrolliert. Bei 80-90 % Konfluenz wurden die Zellen passagiert. Zum
Passagieren der Zellen wurde das Medium durch Absaugen entfernt, die Zellen mit 10 ml
Phosphat-gepufferter Salzlésung (PBS = phosphate buffered saline) gewaschen und
anschliel3end mit 2 ml 0,1 %igem Trypsin/Ethylendiamintetraacetat (EDTA) fur zwei Minuten
im COz-Brutschrank bei 37 °C inkubiert. Nach lichtmikroskopischer Kontrolle des
Ablésungsprozesses wurde die Reaktion mit 5 ml Kulturmedium gestoppt und die
Zellsuspension mit den gelésten Zellen in ein Réhrchen Gberflhrt. Nach dem Zentrifugieren
der Zellsuspension fur funf Minuten bei 1.000 Upm bei Raumtemperatur wurde der

Uberstand verworfen und das Zellpellet mit 1 ml Kulturmedium resuspendiert.

2.2.2 Bestimmung der Zellzahl

Vor der weiteren Kultivierung wurde die Zelldichte mithilfe der Neubauer-Zahlkammer
bestimmt. Dazu wurden die Zellen im Verhdltnis 1:10 mit Zellkulturmedium verdinnt. Jeweils
10 pl der verdinnten Losung wurden in die Neubauer-Zahlkammer appliziert und
lichtmikroskopisch ausgezahlt. Die Glaskammer besitzt ein Raster, welches die Kammer in
jeweils vier Quadranten einteilt. Jeder Quadrant besteht aus 16 Quadraten. Die
aufgetragenen Zellen wurden in jedem einzelnen Quadranten gezéhlt. AnschlieRend wurde
ein Mittelwert ermittelt. Dieser wurde mit dem Verdiinnungs- und Kammerfaktor (10°)
multipliziert. Die Ermittlung der Zellzahl erfolgte nach der folgenden Formel:

Zellen je Quadrant
4

x Verdiinnungsfaktor 10> = Zellzahl pro ml Zellsuspension

2.2.3 Aussaat der Zellen

Fur die Transfektion wurden die Zellen in 24-Well-Zellkulturplatten ausgeséat. Vor der
Aussaat wurde die Zellzahl bestimmt. Da die ACHN-Zellen nur gering adhérent wachsen,
wurden fir diese Zelllinie Poly-D-Lysin-beschichtete 24-Well-Zellkulturplatten verwendet.
Hierzu wurden die Platten mit einer 1 %igen Poly-D-Lysin-Losung fur zehn Minuten bei

Raumtemperatur inkubiert und anschlieRend bei Raumtemperatur getrocknet.
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2.2.4 Transfektionstechnik unter Verwendung der Lipofektamin-Methode

Um zu untersuchen, ob der Transkriptionsfaktor BCL6 einen Einfluss auf die Expressionen
verschiedener  Transportproteine und die  Zytostatika-induzierte  Apoptose  der
Nierenkarzinomzelllinien 786-O, ACHN, LN78 und RCCNG1 hat, wurden die Zellen transient
mit BCL6 transfiziert. Die Transfektion wurde mit dem Leervektor pcDNA3 als Kontrolle und
dem Expressionsvektor pcDNA3-BCL6 durchgefihrt. Am Tag vor der Transfektion wurden
die Zellen in einer 24-Well-Zellkulturplatte im Wachstumsmedium ohne Antibiotika ausgesat.
Bei einer Konfluenz von etwa 70 % wurden die Zellen transient transfiziert. Dazu wurden die
auf Eis gekihlten Plasmidvektoren pcDNA3 und pcDNA3-BCL6 mit dem Medium DMEM-HG
(ohne FCS, ohne Penicillin/Streptomycin) verdunnt. Das Lipofektamin (Lipofectamine™
2000, Invitrogen™ Life Technologies) wurde nach Herstellerangaben mit DMEM-HG
verdunnt. Die Lipofektamin-Verdinnung wurde fur funf Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert und anschlieRend mit den verdiinnten Plasmidldsungen vorsichtig vermischt. Nach
20-minltiger Inkubation bei Raumtemperatur wurden die Zellen mit den Lipofektamin-
Plasmid-Lésungen exponiert. AnschlieRend wurden die Zellen fur vier Stunden in einem
COz-Brutschrank (37 °C) inkubiert. Danach wurde die Lipofektamin-Plasmid-L&sung durch
Wachstumsmedium (Quantum 263 mit Penicillin/Streptomycin) ersetzt und die Zellen weitere
43 Stunden kultiviert.

2.2.5 BCL6-Expressionsanalyse in Nierenkarzinomzelllinien

Um herauszufinden, ob die BCL6-Transfektion erfolgreich war, wurde untersucht, ob die
Zelllinien BCL6 exprimieren. Dazu wurden die untersuchten Zellen, wie in Kapitel 2.2.4
beschrieben, entweder mit dem Expressionsvektor fir BCL6 (pcDNA3-BCL6) oder mit dem
Leervektor (pcDNASJ) transfiziert. Im Anschluss wurde die RNA aus den Zellen isoliert und in
cDNA umgeschrieben. Danach wurde mittels der PCR-Analyse die Transfektion fir jedes
Experiment kontrolliert. Zusatzlich wurde mithilfe der Tagman® real-time PCR die

Expression von SLC-Transportern quantifiziert.

2251 Isolierung und Aufreinigung der RNA

Fur die RNA-Isolierung aus den vier Nierenkarzinomzelllinien 786-O, ACHN, LN78 und
RCCNG1 wurde das RNeasy® Mini Kit (Qiagen) nach Herstellerangaben verwendet. Das
Prinzip dieses Kits basiert auf dem Lysieren und Homogenisieren der Zellproben und dem
anschlielenden Auffangen der einzelstrangigen RNA auf einer mit Silikon-Gel beschichteten
Membran (Chomczynski und Sacchi 1987). Die RNA-Extraktion erfolgte 43 Stunden nach

der Transfektion der Zellproben in ReaktionsgefafRen, die vom Hersteller geliefert wurden.
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Die Isolation der RNA wurde fur pcDNA3-transfizierte und BCL6-transfizierte Zellen parallel
vorgenommen. Alle Schritte erfolgten, wenn nicht anders beschrieben, bei Raumtemperatur.
RLT-Puffer aus dem Kit wurde mit B-Mercatoethanol (B-ME) versetzt (Verhéaltnis: 10 pl B-ME
zu 1 ml RLT-Puffer), durch Vortexen vermischt und je 150 pl dieses Gemisches/Well auf die
Zellen pipettiert. Der RLT-Puffer besteht aus hochkonzentriertem Guanidinisothiocaynat.
Dieses Salz lysiert Zellen, inaktiviert die RNasen und denaturiert Proteine. Zusatzlich wurden
150 pl Ethanol (70 %) auf die Zellproben gegeben, um optimale Bedingungen fir die
Bindung an die Silikon-Gel-Membran zu schaffen. Dann wurde die mitgelieferte RNeasy
Mini-Spinsaule auf einem 2-ml-Auffangrohrchen platziert und das Lysat auf die Saule
Uberfuihrt. Es folgte die Zentrifugation der Proben fir 15 Sekunden bei maximaler
Geschwindigkeit. Der Durchfluss wurde verworfen. Um reine RNA zu eluiren folgten drei
Waschschritte. Dazu wurden 700 pl RW1-Waschpuffer und nach dem anschlieRenden
Zentrifugieren fir eine Minute zweimal jeweils 500 ul PRE-Puffer auf die Saule gegeben und
erneut zwei Minuten zentrifugiert, um die Membran zu trocknen. Die Auffangréhrchen
wurden verworfen und die Saule auf ein steriles 1,5-ml-Eppendorfgefald platziert. Im letzten
Schritt wurde die gebundene RNA mit 30 pl RNase-freiem Wasser von der Saulenmatrix
eluiert. Die RNA wurde im Anschluss direkt auf Eis gelagert und die Konzentration
photometrisch mithilfe des GeneQuant-Gerates bestimmt. Die RNA wurde entweder direkt
fur die reverse Transkription verwendet oder bis zur weiteren Verarbeitung bei -80 °C

gelagert.

2252 Reverse Transkription (cDNA-Synthese)

Gesamt-RNA stellt ein Gemisch aus Transfer-RNA (tRNA), ribosomaler RNA (rRNA) sowie
messenger RNA (MRNA, Boten-RNA) dar. In dieser Arbeit wurde als Ausgangsmaterial fur
die Polymerase-Ketten-Reaktion (polymerase chain reaction, PCR) die zur RNA
komplementéare complementary DNA (cDNA) verwendet. Hierzu wurde die aufgereinigte
Gesamt-RNA mithilfe des Enzyms reverse Transkriptase in cDNA umgeschrieben. Die
verwendete reverse Transkriptase Superscript®Il (Invitrogen™, Life Technologies) ist eine
spezielle RNA-abhédngige DNA-Polymerase. Die einzelstrdngige RNA dient der reversen
Transkriptase als Matrize (Template) und wird in einzelstrangige komplementare cDNA
umgeschrieben. Die cDNA-Synthese erfolgte in drei Schritten und nach Empfehlung des
Herstellers. Dazu wurden im ersten Schritt je 2 ug RNA zu 500 ng/ul Olidonukleotiden als
Primer (Oligo-dT-Primer S5-TTTTTTTTTTTT-3) und 10 mM dNTPs

(Desoxyribonukleosidtriphosphate) hinzugefiigt. Der Ansatz wurde auf je 13,5 pl mit

nukleasefreiem Wasser aufgefillt. Die Proben wurden zur Denaturierung der RNA in ein

Heizgerat (in dieser Arbeit als Thermocycler bezeichnet) gestellt und inkubiert.
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Tabelle 2.13: Temperaturvorgaben Schritt 1: Denaturierung der RNA

Zeit (Minuten) Temperatur (°C) Prozess

5 65 Denaturierung der
Sekundarstruktur der RNA

5 4 Abkuhlen

Im zweiten Schritt wurden zu jedem Ansatz je 6 pl Mastermix (Tab. 2.14) pipettiert und die
Proben anschlie3end fiir zwei Minuten im Thermocycler inkubiert. Bei einer Temperatur von

42 °C lagerten sich die Oligo-dT-Primer an das 5‘-Ende der mRNA an (Annealing).

Tabelle 2.14: Zusammensetzung des Mastermixes fir die cDNA-Synthese

Reagenz Menge
5 x First-Strand Puffer 4 ul
0,1 M Dithiothreitol (DTT) 2ul

Im letzten Schritt wurde jeder Ansatz mit 0,5 pl Superscript®Il versetzt, durch Pipettieren

sorgfaltig vermischt und die reverse Transkription durchgefiihrt.

Tabelle 2.15: cDNA-Synthese mit Supercript®I|

Zeit (Minuten) Temperatur (°C) Prozess
50 42 cDNA-Synthese
15 70 Inaktivierung des Enzyms

Die synthetisierte cDNA wurde bis zur weiteren Verarbeitung bei -20 °C tiefgefroren.

2253 Polymerase-Kettenreaktion

Die PCR erlaubt die enzymatische Amplifikation, also die Vervielfaltigung bestimmter
Nukleotidsequenzen. Das Prinzip dieser Methode ist die zyklische Wiederholung der
jeweiligen Reaktionsschritte, bei der die Produkte der vorangegangenen Zyklen die
Ausgangsprodukte fur den néchsten Reaktionszyklus darstellen. Die neu gebildeten DNA-
Strange dienen in den folgenden Zyklen demnach wieder als Matrizen. Auf diese Weise wird
der Matrizenstrang exponentiell amplifiziert. Fur die in diesen Experimenten angewandte
PCR-Analyse wurden neben dem zu vervielfaltigendem DNA-Abschnitt (Template) die aus
dem hitzestabilen Bakterienstamm Thermus aquaticus isolierte DNA-Polymerase (Tag-
Polymerase), zwei spezifische, einzelstrangige Oligonukleotide (Primer) sowie dNTPs

bendtigt.
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Ein typischer PCR-Zyklus besteht aus drei Schritten:

1. Denaturierung

2. Annealing (= Hybridisierung der Primer)

3. Elongation: Amplifikation des DNA-Abschnitts in 52 3‘ — Richtung

Wahrend des Denaturierungsschrittes wird der zu amplifizierende DNA-Doppelstrang durch
Erhitzen in zwei Einzelstrédnge getrennt. Beim Annealing-Schritt ermdglicht das Abkuhlen die
Hybridisierung der im Uberschuss zugegebenen spezifischen Oligonukleotidprimer mit dem
gewunschten Genabschnitt der komplementaren DNA-Matrize. Im letzten Schritt erfolgt die
eigentliche DNA-Synthese. Dazu wird die Temperatur auf das Temperaturoptimum der
spezifischen DNA-Polymerase erhoht, wodurch beide Primer in 5'>3° — Richtung elongiert
werden. Dieser Zyklus wird 20 bis 30 Mal wiederholt, was einem Amplifikationsfaktor von 10°

bzw. 107 entspricht.

2.25.3.1 PCR-Analyse

Die Polymerase-Kettenreaktion diente in der vorliegenden Arbeit der Qualitatskontrolle der
reversen Transkription. In einem 0,5-ml-Eppendorfgefal? wurden 48 pl Mastermix angesetzt
(siehe Tab. 2.16). Der Mastermix wurde mit 2 ul cDNA versetzt. Fir die Negativkontrolle
wurde die cDNA durch Wasser ersetzt. Der Mastermix wurde mit der cDNA-Probe vermischt

und anschlie3end die PCR im Thermocycler nach dem Schema der Tab. 2.17 durchgefihrt.

Tabelle 2.16: Mastermix-Zusammensetzung fur die Standard-PCR

Reagenz Volumen
PCR-Puffer (10 x) 5l
Forward Primer (20pmol) 1u
Reverse Primer (20 pmol) 1
dNTPs (jeweils 1,25 mM) 3ul
Taqg-Polymerase 2 ul
H.O 31 ul

Tabelle 2.17: Thermocycler-Programm fur die Standard-PCR

Zyklenzahl Temperatur (°C) Zeit Schritt

1 94 2 min initiale Denaturierung
94 40 sek Denaturierung

22 56 50 sek Annealing
72 50 sek Elongation

1 72 10 min finale Elongation
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2.254  Agarosegel-Elektrophorese

Die Methode der Gelelektrophorese ist ein Trennungsverfahren, um DNA-Fragmente
abhangig von ihrer Grofl3e aufzutrennen und zu identifizieren (Mulhardt 2009). Dabei wird
Agarosegel als Tragermedium verwendet, welches eine Art Siebstruktur aufweist.

Die negativ geladene DNA wird auf das Gel gegeben und anschliel3end wird ein elektrisches
Feld angelegt. Innerhalb des elektrischen Feldes bewegen sich die DNA-Fragmente von der
negativ geladenen Kathode je nach GrolRe und Ladung der Molekile mit unterschiedlicher
Geschwindigkeit zur positiv geladenen Anode. Da die Poren des Agarosegels fir kleinere
Fragmente weniger Widerstand darstellen, durchlaufen kurze DNA-Fragmente das
Agarosegel schneller als langere Fragmente. Zur Uberprifung des 572 bp-PCR-Produktes
(Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase, GAPDH) wurde ein 1,5 %iges Agarosegel
herstellt, zur Uberprifung des 91-bp-PCR-Produktes (BCL6) ein 2 %iges Agarosegel.
Agarose wurde daftr in 0,5 x TBE-Puffer (Tris-Borat-EDTA-Puffer) gelést und in der
Mikrowelle erhitzt. Um die DNA im Gel sichtbar zu machen wurden 0,5 pg/ml Ethidiumbromid
hinzugegeben. Das auspolymerisierte Agarosegel wurde in eine mit Elektrophoresepuffer
(0,5 x TBE) gefiillte Elektrophoresekammer gelegt. Die DNA-Fragmente wurden mit DNA
Stopp vermischt und in die Geltaschen pipettiert. Dann wurde eine Spannung von 110 V
angelegt und fur 40-60 Minuten aufrechterhalten. Danach wurde das Ergebnis unter UV-Licht

betrachtet und fotografiert.

2.255 Quantitative TagMan® real-time PCR

Die quantitative real-time PCR ermdglicht die semi-quantitative Bestimmung der mRNA-
Expressionsspiegel. Diese Methode wird auch Echtzeit-PCR genannt, da im Gegensatz zur
Standard-PCR die Detektion bereits wahrend der Amplifikation stattfindet. Bei jedem real-
time PCR-Zyklus wird das gewilnschte Transkript verdoppelt. In dieser Arbeit wurde die real-
time PCR nach dem TagMan-Prinzip mit TagMan®-Gene expression Assays (in dieser
Arbeit als TagMan®-Primer bezeichnet) durchgefiihrt. TagMan®-Primer  sind
Oligonukleotide, welche sequenzspezifisch an komplementare cDNA-Sequenzen binden und
an die zwei Fluoreszenzfarbstoffe gebunden sind. Die Fluoreszenzfarbstoffe emittieren in
Gegenwart einer Lichtquelle Licht. Das 5-Ende der Sonden ist mit dem Reporterfarbstoff 6-
FAM™ (6-Carboxy-Fluorescein) belegt, das 3-Ende mit dem Quencherfarbstoff TAMRA™
(6-Carboxy-Tetramethyl-Rhodamin). Die Methode macht sich den Fluoreszenz-Resonanz-
Energie-Transfer (FRET) zunutze. Die Fluoreszenz des Reportferfarbstoffes wird durch den
Quencherfarbstoff unterdriickt. Die TagMan®-Primer binden wahrend der real-time PCR an
die DNA. Trifft die Tag-Polymerase wahrend der Extensionsphase auf die spezifisch
gebundene TagMan-Sonde, so hydrolysiert die 5°-3'-Exonuklease-Aktivitdt der Polymerase

die Sonde und trennt dabei den Reporter- vom Quencherfarbstoff. Daraus resultiert, dass die


http://de.wikipedia.org/wiki/6-Carboxyfluorescein
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Fluoreszenzfarbstoffe des Reporters freigesetzt werden und Fluoreszenz emittieren. Die
Lichtstarke korreliert mit der Menge freigesetzter Fluoreszenzfarbstoffe und demnach mit der
Menge der vervielfaltigten DNA. Die Messung der Fluoreszenz findet am Ende der
Elongation in jedem Zyklus statt. Ein Zyklus der TagMan® real-time PCR besteht aus
folgenden Schritten:

e Denaturierung

e Annealing (= Hybridisierung der Primer)

e Elongation des zweiten DNA-Stranges mittels der Tag-Polymerase

Die eingesetze Tag-Polymerase hat eine Synthese- und eine Exonukleaseaktivitat. Der

Reaktionsansatz der TagMan® real-time PCR setzte sich wie folgt zusammen:

Tabelle 2.18: Reaktionsansatz der TagMan® real-time PCR

Reagenz Volumen
Reaktionspuffer (TagMan®-Mastermix) (2 x) 10 pl
TagMan-Primer (20 x) 1l
cDNA-Probe 1u
H.0 8 ul

Pro Experiment wurden jeweils zwei Proben eines Transporters untersucht. Zusatzlich zu
den zu untersuchenden Proben wurden pro Zelllinie auch jeweils zwei Proben des
Referenzgens GAPDH sowie des Gens BCL6 untersucht. Die hergestellten
Reaktionsansatze wurden in den real-time PCR-Thermocycler Uberfihrt und die real-time

PCR bei dem in Tab. 2.19 angegebenen Temperatur-Zeit-Profil durchgefiihrt.

Tabelle 2.19: Bedingungen der TagMan® real-time PCR

Temperatur (°C) Zeit Zyklenanzahl
50 2 min 1
95 10 min 1
95 15 sek 40
60 1 min 40

Als MaR fur die Quantifizierung der mRNA der untersuchten Gene ist der CT-Wert (cycle of
threshold) von Bedeutung. Der CT-Wert entspricht der Anzahl von PCR-Zyklen die
mindestens notig sind, um ein konstantes Fluoreszenzniveau zu erreichen, welches sich vom
Hintergrundrauschen unterscheidet (Pfaffl 2004). Niedrig exprimierte Gene bendtigen mehr
Zyklen zum Erreichen des CT-Wertes als hoher exprimierte Gene. Die Auswertung der real-
time PCR basiert auf der ACT Methode (ACT = CT Zielgen — CT Rerenzgen GAPDH).
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Dabei wird fur jede untersuchte Probe der CT-Wert eines eingesetzten Referenzgens
(,Haushaltsgen®, housekeeping gene) vom CT-Wert des zu untersuchenden Gens
subtrahiert. Als Referenzgen wurde GAPDH verwendet. Von diesem Gen kann eine

konstante Expressionsmenge in allen untersuchten Proben vorausgesetzt werden.

2.25.6 Immunfluoreszenz

Fur die Immunfluoreszenzfarbung wurden die 24-Well-Platten mit je einem
Glasplattchen/Well belegt und mit Poly-D-Lysin beschichtet. AnschlieRend wurden die Zellen
im Wachstumsmedium ohne Antibiotika kultiviert. Danach wurden die Zellen entweder mit
dem Kontrollvektor pcDNA3 oder mit dem Expressionsvektor pcDNA3-BCL6 transfiziert. Die
Transfektion wurde, wie in Kapitel 2.2.4 beschrieben, durchgefuhrt. 48 Stunden nach der
Transfektion wurden die Zellen fixiert. Hierzu wurden die Zellen zweimal mit je 1 ml PBS/Well
gewaschen und anschlie3end fir acht Minuten bei Raumtemperatur mit je 1 ml 3,7 %iger
Formaldehyd-Losung (in PBS) pro Well fixiert. Danach wurden die Zellen erneut zweimal mit
je 1 ml PBS/Well gewaschen. Alle weiteren Schritte erfolgten ebenfalls bei Raumtemperatur.
Nach der Fixierung wurden die Zellen far funf Minuten mit je 1 ml/Well
Permeabilisierungslosung (50 mM Na;HPO, (pH 7,4); 0,5 mM NaCl und 0,3 % Triton X-100)
permeabilisiert. Anschlie@end wurden die Zellen erneut dreimal mit je 1 ml PBS/Well
gewaschen. Die fixierten und permeabilisierten Zellen wurden im Anschluss mit Antikdrpern
und dem Fluoreszenzfarbstoff, jeweils mit PBS und 0,1 % bovinem Serumalbumin (BSA)
verdunnt, inkubiert. Im ersten Schritt wurden die Zellen mit 150 pl/Well von 1 pg/mi
Primarantikbrper monoclonal-mouse-anti-BCL6 (Santa Cruz) fir zwei Stunden bei
Raumtemperatur und unter Schiitteln bei ca. 250 Upm inkubiert. Nach der Inkubation
erfolgten drei Waschschritte mit je 500 ul PBS/Well fir jeweils 15 Minuten. Im Anschluss
wurden die Zellen mit 150 ul der 1 %igen PBS-BSA-Losung/Well fir 15 Minuten inkubiert,
um unspezifische Bindungen zu blockieren. Dann wurde der verdiinnte Sekundarantikdrper
Alexa Fluor® 488 goat anti-mouse IgG (H+L) (Invitrogen™ Life Technologies) in die Wells
gegeben und die Zellen eine Stunde abgedunkelt inkubiert. Nach einer Stunde folgten drei
Waschschritte mit je 500 pl PBS/Well fir jeweils 15 Minuten. Die letzte Anfarbung erfolgte
durch Inkubation der Zellen mit je 300 pl von 300 nM des Fluoreszenzfarbstoffs 4',6-
Diamidino-2-Phenylindol (DAPI, Invitrogen™ Life Technologies) fur drei Minuten im Dunkeln.
AbschlieRend wurden die Zellen dreimal mit je 500 pl PBS 15 Minuten gewaschen, bevor sie
auf Objekttragern fixiert wurden. Die mikroskopische Analyse erfolgte mithilfe eines
Fluoreszenzmikroskops (Axio Observer D1, Carl Zeiss AG). BCL6 wurde mit einer
Wellenlange von 488 nm angeregt, DAPI bei 365 nm. Als Immersionsflissigkeit diente
Immersol™ 518 F (Carl Zeiss AG). Die Auswertung der Transfektionseffizienz erfolgte unter

200-facher VergroRerung. Mit dem Programm ImageJ 1.44 wurden die mit DAPI angeférbten


http://de.wikipedia.org/wiki/Fluoreszenz
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(blauen) Zellkerne gezahlt und als 100 % gesetzt. Dann wurden die mit BCL6-transfizierten
angefarbten (griinen) Zellkerne ermittelt und diese Anzahl im Verhdltnis zu den blau
angefarbten Zellkernen bestimmt:

BCL6 — positive Zellkerne x 100

DAPI — positive Zellkerne

2.2.6 Untersuchung der Caspase-3-Aktivitat

Zu den morphologischen Merkmalen des programmierten Zelltodes gehéren die
Schrumpfung der Zellen, die nukledre Fragmentierung, die Chromatin-Kondensation, die
DNA-Fragmentierung und der Zerfall der Plasmamembran. Zu den wichtigsten Enzymen der
Apoptose gehoren Caspasen. Dabei handelt es sich um aspartatspezifische
Cysteinproteasen. Diese Cysteinyl-Aspartasen spalten die Peptidbindungen C-terminal vom
Aspartat ab. Initiatorcaspasen wie z.B. die Caspase 2 und 8 initieren die Apoptose und
aktivieren die Caspase 3 und 7. Aktivierte Caspase 3 dient als Nachweis fir die induzierte
Apoptose. Dieser Nachweis wurde in den durchgefiihrten Experimenten mit dem EnzChek®
Caspase-3 Assay Kit #2 (Molecular Probes) durchgefihrt. Dazu wurden die Zellen 48
Stunden nach der Transfektion mit unterschiedlichen Konzentrationen von 5-Fluorouracil,
Irinotecan und Oxaliplatin fir 16 Stunden inkubiert. Dann wurden die Zellen mit 500 ul
PBS/Well gewaschen, mit 200 ul Trypsin/Well abgel6st und anschlieBend zentrifugiert (drei
Minuten, 300 x g, Raumtemperatur). Der Uberstand wurde verworfen und die Zellen sofort
bei -80 °C eingefroren. Zur Analyse der Caspaseaktivitdt wurden die Zellen abgetaut und mit
je 70 ul Lysepuffer inkubiert. Zur optimalen Lyse wurden die Zellen dreimal im flissigen
Stickstoff eingefroren und abgetaut und anschliel3end finf Minuten zentrifugiert. Das weitere
Vorgehen erfolgte nach Herstellerangaben. Mithilfe der Software Microwin 2000 Version 4.41
wurde die Fluoreszenz im Mikroplattenleser Mithras LB 940 ermittelt. Im Anschluss erfolgte
die Quantifizierung der Proteinkonzentration nach Bradford (siehe Kapitel 2.2.7). Die

ermittelte Fluoreszenz wurde zum Gesamtproteingehalt in Verhaltnis gesetzt.

2.2.7 Proteinbestimmung nach Bradford

Die Proteinkonzentration wurde mithilfe der Methode nach Bradford ermittelt (Bradford,
1976). Die Methode ermdglicht die gleichmaRige Aufladung von Proteinmengen einer Probe.
Das Verfahren basiert auf der Komplexbildung des Triphenylmethan-Farbstoffs Coomassie-
Brilliant-Blau mit Proteinen. Durch diese Reaktion entsteht ein anionischer, blauer Farbstoff
und eine daraus folgende Verédnderung des Absorptionsmaximums des Farbstoffs von
495 nm in der ungebundenen Form zu 595 nm in der gebundenen Form. In die Wells einer

96-Well-Platte wurden je 5 pl der zu untersuchenden Probe pipettiert und im Verhdltnis 1:5
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mit PBS verdinnt. Jede Probenlésung wurde mit je 200 pl Bradfordlésung gemischt, welche
zuvor im Verhaltnis 1:4 mit destilliertem Wasser verdiinnt wurde. Zur Kalibrierung wurde eine
Standardkurve mit den folgenden aufsteigenden Konzentrationen von bovinem
Serumalbumin (BSA) in PBS erstellt: 50 pg/ml, 100 pg/ml, 200 pg/ml, 300 pg/ml, 400 pg/ml,
500 pg/ml, 750 pg/ml. Die Standardldsung wurde ebenso mit 200 uyl der Bradfordlésung
vermischt. Nach zehn Minuten Inkubation bei Raumtemperatur wurde die Absorption
photometrisch bei 595 nm im Mikroplattenleser mit der Software Microwin 2000 Version 4.41
gemessen. Fir die Probenlésung und die Standardlésung wurden Doppelbestimmungen

gemessen.

2.2.8 Statistische Auswertungen

Die statistische Analyse der real-time PCR-Daten und der Ergebnisse aus dem Apoptose
Assay erfolgte mittels der GraphPad Prism-Software (Version 4).

Die Messdaten sind Mittelwerte + Standardfehler (SEM) aus vier bis funf unabhéngigen
Experimenten. Die statistische Analyse der gemessenen Werte erfolgte flr den Vergleich
von zwei unabhangigen Proben durch den zweiseitigen ungepaarten t-Test (unpaired t-Test).
Um signifikante Unterschiede zwischen mehreren Versuchsgruppen und einer
Kontrollgruppe zu Uberprifen, wurden die Daten mittels one-way ANOVA mit dem Dunnett’s

multiple comparison-Test analysiert.
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3. Ergebnisse

3.1. Zellmorphologie und —wachstum

Die lichtmikroskopischen Aufnahmen der Zelllinien 786-O, ACHN, LN78 und RCCNG1
zeigen deutliche Unterschiede in der Morphologie (Abb. 3.1 A-D). Die Zellen der
Karzinomzelllinie 786-O wachsen spindelférmig mit zum Teil langen Auslaufern, die Zellen
der Zelllinien ACHN, LN78 sowie RCCNG1 eher polygonal mit rundem Zellkérper. Die
Zelllinie RCCNG1 zeigt zum Teil lange Auslaufer, bevor sie die 100 %ige Zelldichte erreicht.
Die Zellen der Zelllinien ACHN und LN78 sind kleiner als die Zellen der Zelllinien 786-O und
RCCNG1. Wahrend die Zellen der Zelllinie 786-O eher in lockeren Zellverb&nden wachsen,
weisen die Zellen der Nierenkarzinomzelllinien ACHN, LN78 und RCCNG1 ein dichteres

Zellwachstum auf.

-

Abbildung 3.1: Lichtmikroskopische Aufnahmen der Zelllinien (A) 786-0O, (B) ACHN, (C) LN78, (D) RCCNGL1.

Die Nierenkarzinomzelllinien wurden im Zellkulturmedium Quantum 263 mit Penicillin/Streptomycin ausgeséat und
in einem CO2-Brutschrank bei 37 °C kultiviert. 100-fache Vergrof3erung.
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3.2. Nachweis des BCL6—-Gens in Nierenkarzinomzelllinien

Die Zelllinien 786-O, ACHN, LN78 und RCCNG1 wurden entweder mit dem
Expressionsvektor flir BCL6 (pcDNA3-BCL6) oder mit dem Leervektor (pcDNA3) transfiziert.
AnschlieRend wurde die RNA aus den Zellen isoliert und in cDNA umgeschrieben. Mithilfe
einer PCR-Analyse wurde die Transfektion fir jedes Experiment kontrolliert. Die Hohe der
Banden an der DNA-Leiter trifft auf die errechneten Gréfl3en der angewandten Primer von
572 Basenpaaren (bp) fur das verwendete Haushaltsgen GAPDH und 91 bp fir das BCL6-
Gen zu. Fur jede Zelllinie wurde das Experiment finfmal in unabhangigen Versuchen
durchgefuhrt. Das bedeutet, dass die Experimente mit Nierenkarzinomzelllinien in

verschiedenen Zell-Passagen durchgefiuhrt wurden.

3.2.1. Nachweis des BCL6-Gens in der Zelllinie 786-O

Nach der Transfektion mit pcDNA3-BCL6 wurde das BCL6-Gen in der Zelllinie 786-O
erfolgreich Uberexprimiert (siehe Abb. 3.2). BCL6 wurde in dieser Zelllinie auch endogen
exprimiert, wenngleich die Bande fiir die pcDNAS3-transfizierten Kontrollzellen nur schwach

detektiert wurde.

Abbildung 3.2: Nachweis des BCL6-Gens in der Zelllinie 786-0.

Die einzelnen PCR-Produkte wurden mittels Gel-Elektrophorese aufgetrennt und mithilfe von Ethidiumbromid
detektiert. Die Abbildung zeigt ein représentatives Experiment aus einer Serie von finf unabh&angigen Versuchen.
Negativkontrolle = Leerwert (H20); Positivkontrolle = BCL6-Plasmid; pcDNA3 = mit Leervektor transfizierte Zellen;
pcDNA3-BCL6 = mit BCL6-Expressionsplasmid transfizierte Zellen.
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3.2.2. Nachweis des BCL6-Gens in der Zelllinie ACHN
Das Expressionsplasmid pcDNA3-BCL6 wurde, wie in Abb. 3.3 dargestellt, in der Zelllinie
ACHN erfolgreich transfiziert. Die Abbildung zeigt, dass ACHN-Zellen BCL6 auch endogen

exprimieren.

Abbildung 3.3: Nachweis des BCL6-Gens in der Zelllinie ACHN.

Die einzelnen PCR-Produkte wurden mittels Gel-Elektrophorese aufgetrennt und mithilfe von Ethidiumbromid
detektiert. Die Abbildung zeigt ein reprasentatives Experiment aus einer Serie von finf unabhéangigen Versuchen.
Negativkontrolle = Leerwert (H20); Positivkontrolle = BCL6-Plasmid; pcDNA3 = mit Leervektor transfizierte Zellen;
pcDNA3-BCL6 = mit BCL6-Expressionsplasmid transfizierte Zellen.

3.2.3. Nachweis des BCL6-Gens in der Zelllinie LN78
Wie die Abb. 3.4 zeigt, ist das BCL6-Gen nach der Transfektion in der
Nierenkarzinomzelllinie LN78 nachweisbar. Die endogene BCL6-Expression konnte auch in

dieser Nierenkarzinomzelllinie nachgewiesen werden.

Abbildung 3.4: Nachweis des BCL6-Gens in der Zelllinie LN78.
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Die einzelnen PCR-Produkte wurden mittels Gel-Elektrophorese aufgetrennt und mithilfe von Ethidiumbromid
detektiert. Die Abbildung zeigt ein représentatives Experiment aus einer Serie von finf unabhéangigen Versuchen.
Negativkontrolle = Leerwert (H20); Positivkontrolle = BCL6-Plasmid; pcDNA3 = mit Leervektor transfizierte Zellen;
pcDNA3-BCL6 = mit BCL6-Expressionsplasmid transfizierte Zellen.

3.2.4. Nachweis des BCL6-Gens in der Zelllinie RCCNG1
Durch die Transfektion mit dem Transkriptionsfaktor pcDNA3-BCL6 wurde BCL6 in der
Zelllinie RCCNGL1 uberexprimiert (siehe Abb. 3.5). Eine endogene BCL6-Expression wurde

auch in den RCCNG1-Zellen nachgewiesen.

Abbildung 3.5: Nachweis des BCL6-Gens in der Zelllinie RCCNGL1.

Die einzelnen PCR-Produkte wurden mittels Gel-Elektrophorese aufgetrennt und mithilfe von Ethidiumbromid
detektiert. Die Abbildung zeigt ein représentatives Experiment aus einer Serie von finf unabh&angigen Versuchen.
Negativkontrolle = Leerwert (H20); Positivkontrolle = BCL6-Plasmid; pcDNA3 = mit Leervektor transfizierte Zellen;
pcDNA3-BCL6 = mit BCL6-Expressionsplasmid transfizierte Zellen.

3.3. Expression von SLC-Transportern und ABC-Transportern in
Nierenkarzinomzelllinien

In den Nierenkarzinomzelllinien 786-O, ACHN, LN78 und RCCNG1 wurde mittels
guantitativer real-time PCR die mRNA-Expression der Transportproteine untersucht. Die
Uberpriften Proben der Abbildungen 3.2 - 3.5 wurden als Ausgangsmaterial fir die real-time
PCR-Analyse eingesetzt. Jede Probe wurde in der real-time PCR-Analyse doppelt bestimmt.
Aus den einzelnen Amplifikationskurven wurden mithilfe der Software MxPro CT-Werte
errechnet. Die Intravarianz der einzelnen CT-Werte lag stets unter 5 %. Der CT-Wert gibt
jeweils die Zyklenanzahl der PCR an, welche erforderlich ist, damit ein Fluoreszenzsignal
detektiert werden kann. Das bedeutet, je niedriger ein Gen exprimiert ist, umso mehr PCR-
Zyklen sind erforderlich, um das Gen zu detektieren. Der ACT-Wert gibt die Differenz

zwischen dem untersuchten Gen und dem Haushaltsgen GAPDH an. Fir die real-time PCR
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wurden ausschlie3lich TagMan®-Primer verwendet, die spezifisch an die mRNA der

untersuchten Gene binden.

3.3.1. GAPDH-Expression unter Einfluss der BCL6-Uberexpression

Zur Kontrolle, ob das Haushaltsgen GAPDH tatsachlich konstant in allen Zellen exprimiert
und durch die Transfektion der Zellen mit pcDNA3-BCL6 nicht beeinflusst wurde, diente das
folgende Experiment. Dabei wurden aus jeder real-time PCR-Analyse die CT-Werte des
Haushaltsgens zwischen BCL6- und Leervektor-transfizierten Zellen verglichen. Wie die
Abbildung 3.6 zeigt, anderte sich GAPDH unter BCL6-Transfektion nicht signifikant. Es sind
keine signifikanten Unterschiede zwischen pcDNA3-transfizierten Zellen (graue Balken) und
pcDNA3-BCL6-transfizierten Zellen (schwarze Balken) nachweisbar. Demzufolge konnte

man die GAPDH-Expression fur die nachfolgenden Experimente als konstant betrachten.

GAPDH-Expression

20' n.S. n.S.
n.s. n.s. C——JpcDNA3
15 Bl pcDNA3-BCL6
O 104
5
0

786-O ACHN LN78 RCCNG1

Abbildung 3.6: GAPDH-Expression in den Zelllinien 786-O, ACHN, LN78 und RCCNG1 unter Einfluss der
BCL6-Uberexpression.

Die Zelllinien 786-O, ACHN, LN78 und RCCNG1 wurden entweder mit pcDNA3-BCL6 oder mit dem
Kontrollvektor pcDNA3 transfiziert. Die Daten wurden dargestellt als Mittelwert + S.E.M.; n=4. Statistische
Analyse durch unpaired t-Test. n.s. = nicht signifikant.

In den folgenden S&ulendiagrammen (Abb. 3.7 - 3.10) wird die Genexpression der
unterschiedlich transfizierten Zellen verglichen. Die Ergebnisse der real-time PCR-Analyse
von OATs, OCTs und von ausgewahlten ABC-Transportern (MDR1 und MRP2) in den
Zelllinien 786-0O, ACHN, LN78 und RCCNGL1 werden im Folgenden einzeln dargestellit.
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3.3.2. OATs und OCT1 in 786-O

Die real-time PCR zeigte, dass durch die Transfektion der Zellen der Nierenkarzinomzelllinie
786-O mit dem Expressionsplasmid pcDNA3-BCL6 die Expression von BCL6 in der Zelllinie
786-0 signifikant erhéht wurde (Abb. 3.7). Die Transporter OAT4, OAT10 und OCT1 wurden
in der Zelllinie 786-O nachgewiesen. Die mRNA-Spiegel von OAT4, OAT10 und OCT1
wurden in der Nierenkarzinomzelllinie 786-O durch die BCL6-Uberexpression nicht
beeinflusst. OAT1 und OAT3 wurden ebenso untersucht, waren jedoch in keinem Versuch zu

detektieren.
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Abbildung 3.7: Beeinflussung der Expression von OATs und OCT1 durch BCL6-Uberexpression in der
Nierenkarzinomzelllinie 786-O.

Die Zellen wurden entweder mit dem Leervektor pcDNA3 (graue Balken) oder mit dem Expressionsplasmid
pcDNA3-BCL6 (schwarze Balken) transfiziert. Die Daten wurden dargestellt als Mittelwert + S.E.M.; n=4.
Statistische Analyse durch unpaired t-Test: *** = p < 0,001, * = p < 0,05; n.s. = nicht signifikant. ACT = Differenz
zwischen dem untersuchten Gen und dem Haushaltsgen (GAPDH).

3.3.3. OATs und OCT1in ACHN

Die Expressionsrate des BCL6-Gens wurde durch die Transfektion der Zellen mit dem BCL6-
Expressionsplasmid signifikant erhoht. Die Transporter OAT1, OAT3 und OAT4 waren in
dieser Zelllinie nicht nachweisbar. OAT10 war in ACHN sehr niedrig exprimiert und es wurde
kein Unterschied zwischen BCL6-transfizierten Zellen und Kontrollzellen nachgewiesen. Der
Vergleich der ACT-Werte zeigte einen signifikanten Einfluss von BCL6 auf OCT1-mRNA.
Die OCT1-mRNA wurde nach der Transfektion der Zellen mit BCL6 statistisch signifikant
supprimiert. Die OCT1-mRNA wurde in BCL6-transfizierten Zellen durchschnittlich bei Zyklus
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35 detektiert. Da die Differenz zu den Leervektor-transfizierten Zellen relativ gering war,
wurde der Transporter OCT1 (SLC22A1) nicht weiter untersucht.

ACHN n=5
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Abbildung 3.8: Beeinflussung der Expression von OAT10 und OCT1 durch BCL6-Uberexpression in der
Nierenkarzinomzelllinie ACHN.

Die Zellen wurden entweder mit dem Leervektor pcDNA3 (graue Balken) oder mit dem Expressionsplasmid
pcDNA3-BCL6 (schwarze Balken) transfiziert. Die Daten wurden dargestellt als Mittelwert £+ S.E.M.; n=5.
Statistische Analyse durch unpaired t-Test: *** = p < 0,001, * = p < 0,05; n.s. = nicht signifikant. ACT = Differenz
zwischen dem untersuchten Gen und dem Haushaltsgen (GAPDH).

3.3.4. OATs und OCT1in LN78

In den Zellen der Karzinomzelllinie LN78 wurde nachgewiesen, dass BCL6-mRNA in BCL6-
transfizierten Zellen im Vergleich zu Kontrollvektor-transfizierten Zellen signifikant erhoht
wird (Abb. 3.9). Die mRNA von OAT1, OAT3 und OAT4 wurde in LN78-Zellen nicht
exprimiert. Die Transporter OAT10 und OCT1 wurden in dieser Zelllinie nachgewiesen. Der
Vergleich von pcDNAS3- und BCL6-transfizierten Zellen zeigte in dieser Zelllinie fir OAT10
und OCT1 keine signifikanten Unterschiede.
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Abbildung 3.9: Beeinflussung der Expression von OATs und OCT1 durch BCL6-Uberexpression in der
Nierenkarzinomzelllinie LN78.

Die Zellen wurden entweder mit dem Leervektor pcDNA3 (graue Balken) oder mit dem Expressionsplasmid
pcDNA3-BCL6 (schwarze Balken) transfiziert. Die Daten wurden dargestellt als Mittelwert + S.E.M.; n=4.
Statistische Analyse durch unpaired t-Test: *** = p < 0,001; n.s. = nicht signifikant. ACT = Differenz zwischen dem
untersuchten Gen und dem Haushaltsgen (GAPDH).

3.3.5. OATs, OCTs, MRP2 und MDR1 in RCCNG1

Der mRNA-Spiegel von BCL6 wurde durch die Transfektion mit dem Expressionsplasmid
pcDNA3-BCL6 in der Zellinie RCCNG1 erhdht. RCCNG1-Zellen exprimieren nicht die
Transportproteine OAT1, OAT3 und OCT3. Das Transportprotein OCT1 wurde nicht durch
die BCL6-Uberexpression beeinflusst. In dieser Zelllinie wurden zusétzlich zwei Mitglieder
aus der Gen-Familie der ABC-Transporter, MRP2 und MDR1 untersucht. Die beiden ABC-
Transporter wurden in der Zellinie RCCNG1 zwar exprimiert, aber durch die BCL6-
Transfektion nicht beeinflusst. Nach durchschnittlich 29,7 Zyklen wurde MRP2-mRNA
detektiert. Bei dem Transportprotein MDR1 waren im Durchschnitt 37 PCR-Zyklen
erforderlich, damit ein Fluoreszenzsignal detektiert werden konnte. MRP2 wurde in

RCCNG1-Zellen demnach hoher exprimiert als der Efflux-Transporter MDRL1.
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Abbildung 3.10: Beeinflussung der Expression von OATs, OATs, OCTs MRP2 und MDR1 durch BCL6-
Uberexpression in der Nierenkarzinomzelllinie RCCNG1.

Die Zellen wurden entweder mit dem Leervektor pcDNA3 (graue Balken) oder mit dem Expressionsplasmid
pcDNA3-BCL6 (schwarze Balken) transfiziert. Die Daten wurden dargestellt als Mittelwert + S.E.M.; n=5.
Statistische Analyse durch unpaired t-Test: *** = p < 0,001; n.s. = nicht signifikant. ACT = Differenz zwischen dem
untersuchten Gen und dem Haushaltsgen (GAPDH).

3.3.6. Zusammenfassung der real-time PCR-Analyse

In den Nierenkarzinomzelllinien 786-O, ACHN, LN78 und RCCNG1 wurde die Expression
von OATs, OCTs und ABC-Transportern infolge der BCL6-Uberexpression untersucht. Die
Transfektion mit pcDNA3-BCL6 fiihrte zu einer Uberexpression des BCL6-Gens, aber zu
keiner Anderung der untersuchten Transporter. Lediglich OCT1-mRNA wurde in der Zelllinie
ACHN durch BCL6-Transfektion supprimiert. Die Suppression war statistisch signifikant, aber
dennoch relativ gering. Aus diesem Grund wurde der Transporter OCT1 in der Zelllinie
ACHN nicht weiter untersucht. Die folgende Tabelle (Tab. 3.1) gibt einen Uberblick tiber die
untersuchten Transporter. Au3erdem wurden die Differenzen zwischen den pcDNA3- und

pcDNA3-BCL6-transfizierten Zelllinien zusammengefasst.
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Tabelle 3.1: Tabellarische Zusammenfassung der real-time PCR-Analyse

Diese Tabelle stellt eine Zusammenfassung der Ergebnisse der real-time PCR dar. Es wird gezeigt, welche
Transportproteine in den einzelnen Zelllinien exprimiert wurden und welche nicht. - = nicht detektiert; + =
detektiert; n.u. = nicht untersucht; n.s. = nicht signifikant; * = p < 0,05.

Transporter OAT1 OAT3 OAT4 OAT10 OCT1 OCT2 OCT3 MRP2 MDR1

Zelllinie
786-0O - - + + + n.u. n.u n.u n.u
n.s. n.s. n.s.
ACHN - - - + + n.u. n.u. n.u n.u
n.s. *
LN78 - - - + + n.u. n.u. n.u n.u
n.s. n.s.
RCCNG1 - - n.u n.u + - - + +
n.s n.s. n.s

3.4. Untersuchung des BCL6—-Proteins

In diesem Experiment wurde zur Untersuchung des BCL6-Proteins die
immunhistochemische Farbung fir alle untersuchten Nierenkarzinomzelllinien angewendet,
nachdem BCL6 mithilfe der real-time PCR nachgewiesen wurde. Dazu wurden die Zelllinien
786-0O, ACHN, LN78 und RCCNG1 in unabhangigen Versuchen mit pcDNA3 oder pcDNA3-
BCL6 transfiziert. Die Immunfluoreszenz-Analyse von BCL6 zeigte in den Zellen der
Nierenkarzinomzelllinie RCCNG1 BCL6-transfizierte Zellen (siehe Abb. 3.11). In dieser
Zelllinie wurde BCL6 im Zellkern detektiert. Im Zytoplasma und in der Zellmembran konnte
keine BCL6-Expression nachgewiesen werden. In RCCNG1-Zellen wurde BCL6 somit
erfolgreich als Protein exprimiert. In den pcDNA3-transfizierten Kontrollzellen konnte keine
endogene BCL6-Expression nachgewiesen werden (Abb. 3.11). Es wurden etwa 6,5 %
RCCGNZ1-Zellen erfolgreich transfiziert. Bei der immunhistochemischen Analyse von BCL6 in
den Zelllinien 786-O, ACHN und LN78 wurden BCL6-positive Zellkerne nur in geringer
Anzahl detektiert. Dabei waren unter 1 % der Zellen nach der Transfektion mit pcDNA3-
BCL6 BCL6-positiv (Abb. 3.12).
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Abbildung 3.11: BCL6-Expression in RCCNG1-Zellen. Imnmunhistochemische Farbung.

Die Zellen der Zelllinie RCCNG1 wurden entweder mit dem Leervektor pcDNA3 oder mit dem
Expressionsplasmid pcDNA3-BCL6 transfiziert und anschlieRend die Expression des BCL6-Proteins durch
immunhistochemische Farbung analysiert. Als Primarantikbrper wurde monoconal mouse anti BCL6 eingesetzt,
als Sekundarantikorper Alexa Fluor 488 goat anti-mouse 1gG. Zu sehen sind BCL6-transfizierte Zellkerne (grin)
oder mit Fluoreszenzfarbstoff 4',6-Diamidino-2-Phenylindol (DAPI) geféarbte Zellkerne (blau); Auflésung 20 pm;
Représentative Abbildung der Zellline RCCNGL1.
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Das folgende Séaulendiagramm (Abb. 3.12) gibt einen Uberblick uber die
immunhistochemische Analyse der BCL6-Expression nach der BCL6-Transfektion in den
Nierenkarzinomzelllinien 786-O, ACHN, LN78 und RCCNGL1. Dabei wird deutlich, dass die
BCL6-Transfektion nur die Protein-Expression von BCL6 in der Nierenkarzinomzelllinie
RCCNG1 beeinflusste.

Immunfluoreszenz

transfizierte Zelle (%)

O - T oo O ———

786-0 ACHN  LN78 RCCNG1

Abbildung 3.12: Immunfluoreszenz-Nachweis von BCL6 in 786-O, ACHN, LN78 und RCCNGL1.

Uberblick der immunhistochemischen Analyse der Zelllinien 786-O, ACHN, LN78 und RCCNG1. Die Zellen
wurden entweder mit dem Leerfektor pcDNA3 oder mit dem Expressionsplasmid pcDNA3-BCL6 transfiziert und
anschlieBend die Expression des BCL6-Proteins durch immunhistochemische Farbung analysiert. Als
Priméarantikdrper wurde monoconal mouse anti BCL6 eingesetzt, als Sekundarantikérper diente Alexa Fluor 488
goat anti-mouse IgG. Die Balken zeigen jeweils an, wie viele Zellen der Zelllinien 786-O, ACHN, LN78 und
RCCNG1 erfolgreich mit dem Expressionsplasmid pcDNA3-BCL6 transfiziert wurden.

3.5. Der Effekt von BCL6 auf die Chemosensitivitat der
Nierenkarzinomzelllinie RCCNG1

Im Folgenden sollte untersucht werden, ob die Chemosensitivitat der Nierenkarzinomzelllinie
RCCNG1 durch BCL6-Transfektion erhéht wird. Dazu wurde der Einfluss verschiedener
Zytostatika auf den programmierten Zelltod der Zelllinie RCCNG1 untersucht. Die Apoptose
wurde in BCL6- und in Leervektor-transfizierten Zellen untersucht. Fir diese Experimente
wurden drei Agenzien verschiedener Wirkstoffklassen in verschiedenen Konzentrationen
getestet: der Antimetabolit 5-Fluorouracil (5-FU), der Topoisomerase-Hemmer Irinotecan und
das Platinderivat Oxaliplatin. Das Experiment wurde viermal durchgefuhrt. Die Induktion der
Apoptose aktiviert Caspasen. In den folgenden Experimenten wurde nach 16-stindiger
Inkubation mit den jeweiligen Zytostatika die Enzymaktivitdit der Caspase-3 gemessen.
Zudem wurde untersucht, ob mit ansteigenden Konzentrationen des zugefiigten

Zytostatikums Apoptose induziert wird und welchen Einfluss der Transkriptionsfaktor BCL6



Ergebnisse

auf die Apoptose hat. Die Messungen wurden nach 30, 60 und 90 Minuten durchgefiihrt um

zu analysieren, wann die Messung optimal ist.

3.5.1. Der Einfluss von BCL6 auf die Chemosensitivitdt von RCCNG1-Zellen
gegeniber 5-Fluorouracil

Die pcDNA3- und pcDNA3-BCL6-transfizierten Zellen der Zellinie RCCNG1 wurden 16
Stunden mit ansteigenden Konzentrationen 5-Fluorouracil (1 uM, 10 uM und 100 uM) oder
mit dem organischen Losungsmittel DMSO (Dimethylsulfoxid) inkubiert. Anschliel3end wurde
die Caspaseaktivitdt gemessen. Es wurden bei keiner der eingesetzten Konzentrationen
signifikante Unterschiede zwischen den BCLG6-transfizierten Zellen und Kontrollzellen
nachgewiesen (Abb. 3.13). Nach der Inkubation der Zellen mit 10 uM 5-FU wurde bei BCL6-
transfizierten Zellen eine hthere Caspase-3-Aktivitat gemessen als bei den Leervektor-
transfizierten Zellen. Dieser Unterschied ist jedoch nicht signifikant (p > 0,05). Bei den
Konzentrationen 1 uM und 100 uM ist die Apoptoserate bei pcDNA3-transfizierten Zellen
geringflgig hoéher.
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Abbildung 3.13: Caspaseaktivitat nach Inkubation mit 5-FU.

Die RCCNG1-Zellen wurden nach der Transfektion mit dem Leervektor pcDNA3 (graue Balken) oder mit dem
Expressionsvektor pcDNA3-BCL6 (schwarze Balken) entweder mit DMSO (Dimethylsulfoxid) als Kontrolle oder
mit dem Zytostatikum 5-Fluorouracil in den Konzentrationen 1 uM, 10 uM sowie 100 pM exponiert und 16
Stunden inkubiert. Die Caspaseaktivitat wurde mithilfe des EnzChek® Caspase-3-Assay Kit # 2 gemessen. Die
Daten wurden dargestellt als Mittelwert + S.E.M.; n=4; n.s. = nicht signifikant. Statistische Analyse durch den
zweiseitigen ungepaarten t-Test: Vergleich zwischen pcDNA3- und pcDNA3-BCL6-transfizierten Zellen. Der
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Vergleich der verschiedenen Konzentrationen mit der Lésungsmittelkontrolle (Dimethylsulfoxid oder Wasser)
erfolgte durch one-way ANOVA mit dem Dunnett's multiple comparison-Test.

3.5.2. Der Einfluss von BCL6 auf die Chemosensitivitdt von RCCNG1-Zellen
gegeniber Irinotecan

In diesem Versuch wurden die Zellen 16 Stunden mit dem Zytostatikum Irinotecan inkubiert
und die Caspaseaktivitat untersucht. Auch Irinotecan induziert keine Apoptose von BCL6-
und Leervektor-transfizierten Zellen (Abb. 3.14). Bei einer Konzentration von 10 uM wurde
die hochste Caspase-3-Aktivitat sowohl bei BCL6-transfizierten Zellen als auch bei den
Kontrollzellen nachgewiesen. Bei den Leervektor-transfizierten Zellen konnte man bei der
Konzentration von 10 puM Irinotecan eine hohere Caspaseaktivitat nachweisen als bei BCL6-
transfizierten RCCNG1-Zellen. Der Transkriptionsfaktor BCL6 flihrte zu keiner signifikant
veranderten Chemosensitivitdt der RCCNG1-Zellen gegentiber Irinotecan.
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Abbildung 3.14: Caspaseaktivitat nach Inkubation mit Irinotecan.

Die RCCNG1-Zellen wurden nach der Transfektion mit dem Leervektor pcDNA3 (graue Balken) oder mit dem
Expressionsvektor pcDNA3-BCL6 (schwarze Balken) entweder mit Medium (Med) als Kontrolle oder mit dem
Zytostatikum Irinotecan in den Konzentrationen 1 pM, 10 uM sowie 100 uM exponiert und 16 Stunden inkubiert.
Die Caspaseaktivitdt wurde mithilfe des EnzChek® Caspase-3-Assay Kit # 2 gemessen. Die Daten wurden
dargestellt als Mittelwert + S.E.M.; n=4; n.s. = nicht signifikant. Statistische Analyse durch den zweiseitigen
ungepaarten t-Test: Vergleich zwischen pcDNA3- und pcDNA3-BCL6-transfizierten Zellen. Der Vergleich der
verschiedenen Konzentrationen mit der Lésungsmittelkontrolle (Dimethylsulfoxid oder Wasser) erfolgte durch
one-way ANOVA mit dem Dunnett’'s multiple comparison-Test.
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3.5.3. Der Einfluss von BCL6 auf die Chemosensitivitdt von RCCNG1-Zellen
gegeniber Oxaliplatin

Das Zytostatikum Oxaliplatin wurde in diesem Experiment neben den Konzentrationen 1 uM,
10 uM und 100 uM zusatzlich mit der Konzentration 150 uM getestet. Dabei wurde bei der
hochsten eingesetzten Konzentration die hochste Caspaseaktivitit bei sowohl BCL6-
transfizierten als auch pcDNA3-transfizierten Zellen nachgewiesen. Die Caspaseaktivitat war
bei den Konzentrationen 10 uM, 100 uM und 150 uM bei den Leervektor-transfizierten Zellen
hoher als bei den Zellen, die mit dem Expressionsplasmid BCL6 transfiziert wurden. Mit
aufsteigender Oxaliplatin-Konzentration ist bei den Leervektor-transfizierten Zellen ein Trend
zur hoheren Apoptoserate zu erkennen, wenngleich mithilfe des Dunnett-Tests kein

signifikanter Unterschied nachgewiesen werden konnte.
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Abbildung 3.15: Caspaseaktivitat nach Inkubation mit Oxaliplatin.

Die RCCNG1-Zellen wurden nach der Transfektion mit dem Leervektor pcDNA3 (graue Balken) oder mit dem
Expressionsvektor pcDNA3-BCL6 (schwarze Balken) entweder mit Medium (Med) als Kontrolle oder mit dem
Zytostatikum Oxaliplatin in den Konzentrationen 1 uM, 10 uM, 100 uM sowie 150 uM exponiert und 16 Stunden
inkubiert. Die Caspaseaktivitdat wurde mithilfe des EnzChek® Caspase-3-Assay Kit # 2 gemessen. Die Daten
wurden dargestellt als Mittelwert £ S.E.M.; n=4; n.s. = nicht signifikant. Statistische Analyse durch den
zweiseitigen ungepaarten t-Test: Vergleich zwischen pcDNA3- und pcDNA3-BCL6-transfizierten Zellen. Der
Vergleich der verschiedenen Konzentrationen mit der Ldsungsmittelkontrolle (Dimethylsulfoxid oder Wasser)
erfolgte durch one-way ANOVA mit dem Dunnett’s multiple comparison-Test.
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4. Diskussion

Das Nierenzellkarzinom nimmt mit weltweit schatzungsweise 271.000 Neuerkrankungen und
116.000 Todesfallen im Jahr 2008 stark an Inzidenz und Mortalitat zu (Xu et al. 2014). In den
meisten Fallen ist die Chemotherapie als Behandlungsmethode erfolglos (Martel und Lara
2003). Die Chemoresistenz beruht neben anderen Ursachen auf dem beschleunigten
Zytostatika-Efflux aus den Karzinomzellen (Sharom 2008, Zhou 2008). Fur den Efflux der
Zytostatika sind unter anderem die ABC-Transporter MDR1 und MRP2 verantwortlich,
welche in Tumorgeweben im Gegensatz zu gesunden Geweben erhéht exprimiert werden
(Soini et al. 2001). Bisher ist nicht geklart, ob die Chemoresistenz auch aus der
herabgesetzten Aktivitdt der Influx-Transporter resultieren kdnnte (Huang 2007). Es ware
maoglich, dass der durch SLC-Transporter vermittelte Influx bestimmter Zytostatika in die
Nierenkarzinomzellen einen entscheidenden Punkt fur die erfolgreiche Chemotherapie
darstellen konnte. Es ist unklar, wie viele Zytostatika-Molekile tats&chlich in die
Karzinomzelle gelangen und welche Faktoren den Influx beeinflussen. Es stellt sich die
Frage, ob man die Expression der SLC-Transportproteine in Nierenkarzinomzellen exogen
beeinflussen und auf diese Weise eine Uberexpression der Aufnahmetransporter induzieren
kann. In der Vergangenheit wurden bereits einige Transkriptionsfaktoren (z.B. HNF1 und
BCL6) nachgewiesen, welche die Expression der Transportproteine regulieren (Miles et al.
2005, Kikuchi et al. 2006, Saji et al. 2008, Jin et al. 2012, Wegner et al. 2012, Wegner et al.
2014). Erste Resultate Uber den Einfluss von B-cell CLL/lymphoma 6 (BCL6) auf
Nierenzellen wurden von Wegner et al. veroffentlicht (Wegner et al. 2012). Die Arbeitsgruppe
erbrachte spéater den Nachweis, dass BCL6 indirekt durch die Erhéhung des
Transkriptionsfaktors hepatocyte nuclear factor 1 alpha (HNF1a) die Expression des OAT1-
Promotors erhdht (Wegner et al. 2014). Unter Berlcksichtigung dieser Erkenntnisse stellt
sich die Frage, ob BCL6 auch einen Einfluss auf weitere OATs, OCTs und ABC-Transporter
in Nierenkarzinomzellen austiben konnte. In diesem Zusammenhang ist anzunehmen, dass
Nierenkarzinomzellen durch eine erhéhte BCL6-induzierte Expression der SLC-Transporter
sensitiver gegeniiber Zytostatika werden. Zur Uberprifung dieser Hypothese wurden
Experimente auf molekularbiologischer, zellbiologischer, immunhistochemischer und

pharmakologischer Ebene durchgefiihrt.

4.1. Nachweis des BCL6-Gens in den Nierenkarzinomzelllinien

Die verwendeten Nierenkarzinomzelllinien 786-O, ACHN, LN78 und RCCNG1 wurden
entweder mit dem Leervektor pcDNA3 oder mit dem Expressionsplasmid pcDNA3-BCL6
transfiziert. Die  prasentierten Daten der PCR-Analyse zeigen, dass die
Nierenkarzinomzelllinien 786-O, ACHN, LN78 und RCCNG1 BCL6-mRNA auch endogen

exprimieren (siehe Abb. 3.2 — 3.5). Dieses Ergebnis unterstutzt die von Wagner et al.
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beschriebene Annahme, dass BCL6 in Tumorzellen erhdht exprimiert sein kénnte (Wagner
et al. 2011). Die Arbeitsgruppe begriindet diese Annahme damit, dass BCL6-mRNA ein Ziel
fur miR-127 (mikroRNA-127) darstellt (Saito et al. 2006). Dabei handelt es sich um eine
kurze, nicht-kodierende RNA, welche durch sequenzspezifische Interaktion mit ihrer Ziel-
MRNA deren Translation reprimieren kann. Da Karzinomzellen weniger miR-127 exprimieren
als gesunde Zellen, koénnte dies eine gesteigerte BCL6-Expression zur Folge haben (Wagner
et al. 2011). Um herauszufinden, ob BCL6 in Nierenkarzinomzellen tatséchlich hoher
exprimiert ist als in gesunden Nierenzellen, mussten zum Vergleich Untersuchungen an

gesunden Nierenzellen durchgefuhrt werden.

4.2. Beeinflussung der Expression renaler Transportproteine in 786-0,
ACHN, LN78 und RCCNG1 durch BCL6

Da die Reaktion der Karzinomzellen auf die Chemotherapie von der intrazellularen
Zytostatikakonzentration abhangig ist (Huang 2007), war das eigentliche Ziel der
Untersuchungen herauszufinden, ob sich die Expression der Influx-Transporter der SLC22-
Familie infolge der BCL6-Uberexpression in den Nierenkarzinomzelllinien 786-O, ACHN,
LN78 und RCCNGL1 erhohen lasst. Neben der Superfamilie der SLC-Membranproteine
beeinflusst auch die Superfamilie der ABC-Transporter die Pharmakokinetik von
Medikamenten (Huang 2007). Die MRPs sind ATP-getriebene Transportsysteme, die
vornehmlich Zytostatika und andere Substrate aus der Zelle exportieren und somit deren
Akkumulation in den Zellen verhindern (siehe Kapitel 1.4). Die Tatsache, dass
Nierenkarzinomzellen Multidrug-Resistance-Transporter héher exprimieren als gesunde
Zellen, unterstitzt die Annahme, dass Nierenkarzinomzellen als chemoresistent anzusehen
sind (Soini et al. 2001). Aus diesem Grund wurden im Rahmen dieser Arbeit zusatzlich zu
den SLC22-Transportern auch zwei Efflux-Transporter der ABC-Familie in der
Nierenkarzinomzelllinie RCCNG1 untersucht. Die folgende Tabelle gibt einen Uberblick tiber
die fur den Zytostatika-Transport potentiellen SLC-Transporter. Im Anschluss werden die

Ergebnisse der real-time PCR-Analyse diskutiert.
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Tabelle 4.1: Mdgliche Zytostatika-Transporter der SLC- und ABC-Familie

Transporter der SLC- und ABC-Familie, welche in dieser Arbeit untersucht wurden und mit Zytostatika
interagieren. + = Interaktion, u = unbekannt (Toffoli et al. 2003, Yonezawa et al. 2006, Zhang et al. 2006,
Kusuhara und Sugiyama 2009, Shnitsar et al. 2009).

Transporter | 5-Flourouracil | Irinotecan Oxaliplatin
OAT1 u u u
OAT3 u u u
OAT4 u u u
OATI10 u u u
OCT1 u + +
OCT2 u u +
OCT3 u + +
MRP2 u + u
MDR1 u + u

4.2.1. Beeinflussung der Expression der Influx-Transporter in 7860-O, ACHN, LN78
und RCCNG1 durch BCL6

In den Experimenten wurde die Expression von OAT1, OAT3, OAT4 und OAT10 in pcDNA3-
BCL6-und in Leervektor pcDNA3-transfizierten Nierenkarzinomzelllinien 786-O, ACHN, LN78
und RCCNG1 untersucht. Die Transporter OAT1 und OAT3 konnten in Kkeiner der
untersuchten Nierenkarzinomzelllinien nachgewiesen werden. Diese beiden Organische-
Anionen-Transporter sind fur die Aufnahme einer Vielzahl von negativ geladenen
Arzneimitteln vom Blut in die proximalen Nierentubuluszellen verantwortlich (Burckhardt und
Burckhardt 2003). Es ist bekannt, dass OAT1 und OAT3 das Zytostatikum Methotrexat
transportieren (Takeda et al. 2002, Burckhardt und Burckhardt 2011, Burckhardt 2012). Aus
diesem Grund wurde angenommen, dass OAT1 und OAT3 auch fir den Influx anderer
Zytostatika verantwortlich sein koénnten. Da Gupta et al. die OAT3-Expression sowohl in
Leukdmiezellen als auch bei Patienten mit chronischer Iymphatischer Leukamie
nachgewiesen haben (Gupta et al. 2011a), war eine OAT3-Expression auch in anderen
Karzinomzellen denkbar. Die Tatsache, dass DNA-Methylierung die Promotoraktivitat des
OAT1 und des OAT3 unterdriickt (Kikuchi et al. 2006, Jin et al. 2012), kénnte eine mdgliche
Ursache daflir sein, dass die beiden Transporter in den Karzinomzelllinien nicht
nachgewiesen werden konnten. Interessanterweise konnten Hagos et al. erstmalig in
RCCNG1-Zellen die Expression von OAT1 durch Transfektion mit dem Transkriptionsfaktor
hepatocyte nuclear factor 4 alpha (HNF4a) nachweisen und im Gegensatz zu Leervektor-
transfizierten Zellen erhohen (Hagos et al. 2014). Allerdings war der mRNA-Level von OAT1
in dieser Studie sehr niedrig und konnte erst nach etwa 36 PCR-Zyklen detektiert werden.
Dennoch stitzt das Ergebnis von Hagos et al. (2014) die Annahme, dass OAT1-mRNA
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durch Transkriptionsfaktoren moduliert werden kann. Die mdglichen Griinde, warum BCL6
keinen Effekt auf die OAT1-Expression in RCCNG1-Zellen ausubt, werden weiter unten
diskutiert (siehe Kapitel 4.3).

Derzeit liegen keine Berichte tber die spezifische Expression des OAT4 in Karzinomzellen
vor (Gupta et al. 2011a). Nur in der Nierenkarzinomzelllinie 786-O wurde die mRNA des
asymmetrischen Antiporters OAT4 nachgewisen (siehe Tab. 3.1). Die Karzinomzelllinien
ACHN und LN78 haben dieses Transportprotein nicht exprimiert. Dieses Ergebnis zeigt,
dass sich die exprimierten Transporter zwischen Nierenkarzinomzelllinien verschiedener

Patienten unterscheiden.

Des Weiteren wurde OAT10 in den Zelllinien 786-O, ACHN und LN78 untersucht und
detektiert. Allerdings zeigen die prasentierten Daten, dass sich die Expression von OAT10 in
BCL6-transfizierten Zellen im Vergleich zu Leervektor-transfizierten Zellen nicht signifikant
anderte. Dieses Ergebnis lasst vermuten, dass der Transkriptionsfaktor BCL6 keinen
Einfluss auf die Expression von OAT10 in Nierenkarzinomzelllinien hat. In diesem
Zusammenhang ist hinzuzufiigen, dass bis zum heutigen Zeitpunkt hierzu noch keine
Experimente durchgefihrt wurden. Es bleibt unklar, ob die Genexpression vom Typ des
Nierenzellkarzinoms abhangig sein konnte. Siltmann et al. konnten beispielsweise
nachweisen, dass die Genexpression des MDR1 nur im papillaren Typ des

Nierenzellkarzinoms, nicht aber im Klarzellkarzinom erhdht wird (Sutltmann et al. 2005).

Da OCTs eine breite Substratspezifitat aufweisen, konnten auch diese Transportproteine
eine Rolle in der Chemosensitivitéat der Karzinomzellen spielen (Koepsell et al. 2007). In der
Vergangenheit konnte in den Untersuchungen von Hayer-Zillgen et al. die Expression von
OCTs in verschiedenen humanen Karzinomzelllinien nachgewiesen werden (Hayer-Zillgen et
al. 2002). In den vorliegenden Experimenten wurde daher die Expression von OCT1, OCT2
und OCT3 untersucht. Die mRNA der drei Transportproteine konnten bisher gemeinsam nur
in der Kolonkarzinomzelllinie Caco-2 nachgewiesen werden (Bleasby et al. 2000, Hayer-
Zillgen et al. 2002). Untersuchungen von Heise et al. ergaben, dass OCT1 und OCT3 in
Zellen des hepatozellularen Karzinoms herunterreguliert werden (Heise et al. 2012). Es ist
bekannt, dass OCT1 Zytostatika transportieren kann (Zhang et al. 2006, Gupta et al. 2011a).
OCT1 konnte in den vorliegenden Versuchen in allen vier untersuchten
Nierenkarzinomzelllinien nachgewiesen werden. In der Zelllinie ACHN wurde die Expression
von OCT1 entgegen der Erwartungen durch Transfektion mit BCL6 supprimiert. Dieses
Ergebnis zeigt, dass BCL6 einen negativen Einfluss auf die OCT1-Expression in der Zelllinie
ACHN hat. Die Suppression war statistisch signifikant, aber relativ gering. Deshalb wurde

das Transportprotein OCT1 in der Zelllinie ACHN nicht weiter untersucht. In einer Studie von
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Hagos et al. konnte OCT1-mRNA in der Zelllinie RCCNG1 durch Uberexpression des
Transkriptionsfaktors HNF4a signifikant erhoht werden (Hagos et al. 2014). OCT2 vermittelt
die Aufnahme des Zytostatikums Cisplatin in die proximalen Nierentubuli und ist somit fir die
Nephrotoxizitat dieses Arzneimittels verantwortlich (Ciarimboli et al. 2005). Aus diesem
Grund wurde OCT2 in der Karzinomzelllinie RCCNG1 untersucht. Eine erhoffte Expression
dieses Transporters blieb jedoch aus. Hagos et al. konnten OCT2 in RCCNG1-Zellen nach
40 PCR-Zyklen ebenfalls nicht nachweisen (Hagos et al. 2014). Eine veranderte Expression
des OCT3 konnte bisher in verschiedenen Karzinomen festgestellt werden (Shnitsar et al.
2009, Heise et al. 2012). OCT3 wurde nur in RCCNG1-Zellen untersucht und nach 40 PCR-
Zyklen nicht detektiert. Shnitsar et al. konnten OCT3 in RCCNG1-Zellen nach 30 PCR-
Zyklen nicht nachweisen (Shnitsar et al. 2009). Da Shnitsar et al. jedoch erstmals die
Expression und auch Funktionalitdt des OCT3 in einer Nierenkarzinomzelllinie (Zelllinie
A498) nachweisen konnten (Shnitsar et al. 2009), haben wir zu Beginn der Untersuchungen
auch eine Expression des OCT3 in RCCNG1-Zellen vermutet. Spatere Untersuchungen
zeigten die Expression des OCT3 in 786-O, ACHN und LN78, wobei unterschiedliche
Expressionslevel des Transporters ausgemacht werden konnten (Hagos et al. 2014, Marada
2014).

Die Karzinomzellen verfligen Uber verschiedene epigenetische und genetische
Mechanismen, mit denen sie ihre Genexpression verandern konnen (Shen et al. 2012).
Unter Berlcksichtigung dieser Erkenntnis kann die Hypothese aufgestellt werden, dass
Nierenkarzinomzellen aufgrund veranderter Genexpression die Expression von Influx-
Transportern als eine Art Selbstschutzmechanismus herunterregulieren. Ein mogliches
Beispiel fir einen solchen Mechanismus ist die hoch- und herunterregulierte Expression von
mikroRNA (miRNA) in Karzinomzellen (Masereeuw und Russel 2012, Shen et al. 2012). Die
miRNAs sind in der Lage, die Genexpression durch Repression der Translation der Ziel-
MRNA oder durch RNA-Abbau zu beeinflussen (lorio et al. 2005). Die Beeinflussung der
Genexpression durch miRNAs kann sowohl durch Herunterregulierung als auch durch
Hochregulierung der Translation der mRNA erfolgen (Valinezhad Orang et al. 2014). In der
Literatur wird berichtet, dass miRNAs die Expression von Transportproteinen beeinflussen
kénnen (Pullen et al. 2011, Masereeuw und Russel 2012). In einer Doktorarbeit der
Abteilung konnte kein Einfluss von untersuchten miRNAs auf die Expression des Influx-
Transporters OCT3 in Nierenkarzinomzellen gezeigt werden (Marada 2014). Ein weiteres
Beispiel fur eine verdnderte Genexpression von Transportproteinen in den Karzinomzellen
stellen DNA-Methylierungen und Histon-Modifizierungen dar (Masereeuw und Russel 2012).
Diese epigenetischen Mechanismen haben einen Einfluss auf die Expression einiger SLC-

Transporter in Kolonkarzinomzelllinien (Ikehata et al. 2012). Marada erbrachte hingegen den
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Nachweis, dass sowohl Deacetylierung der Histone als auch DNA-Methylierung nicht fiir eine
verminderte OCT3-Expression in ACHN-Zellen verantwortlich sind (Marada 2014). Im
Gegensatz dazu wurden die Promotoraktivititen von OAT1 und OAT3 durch DNA-
Methylierung unterdriickt (Kikuchi et al. 2006, Jin et al. 2012).

4.2.2. Beeinflussung der Expression der Efflux-Transporter MDR1 und MRP2 in
RCCNGL1 durch BCL6

Im Gegensatz zu bereits publizierten Daten (Shnitsar et al. 2009), in denen MDR1 in der
Karzinomzelllinie RCCNG1 mithilfe der Standard-PCR nicht detektiert werden konnte, wurde
MDRL1 in dieser Arbeit mithilfe der real-time PCR-Analyse in RCCNG1 nachgewiesen. Eine
maogliche Erklarung dafiir ist, dass die Arbeitsgruppe Shnitsar et al. nur bis PCR-Zyklus 30
amplifiziert hat, die Experimente der vorliegenden Arbeit hingegen bis Zyklus 40
durchgefuhrt wurden. Das ermittelte Expressionsprofil der real-time PCR zeigt, dass die
Expression der MDR1-mRNA relativ niedrig ist. Diese Ergebnisse fuihren zu der Annahme,
dass die Ursache fiir die Chemoresistenz der Nierenkarzinomzelllinie RCCNGL1 nicht in der
Expression des ABC-Transporters MDR1 zu suchen ist. MRP2 ist klinisch sehr wichtig, da es
die Pharmakokinetik vieler Medikamente moduliert und die Expression sowie die Aktivitat
dieses Transportproteins durch bestimmte Medikamente und Krankheitsstadien verandert
werden kann (Gerk und Vore 2002). Die veranderte Funktion des MRP2-Transporters kann
die Clearance vieler klinisch wichtiger Arzneimittel verandern. Dazu zahlen u.a. Zytostatika
(Irinotecan, Methotrexat und Vinblastin) und verschiedene Antibiotika (Gerk und Vore 2002).
In den vorliegenden Experimenten wurde MRP2 in RCCNG1-Zellen héher exprimiert als der
ABC-Transporter MDR1 und die Transportproteine OCT1 und OCT2. Dieses Ergebnis
unterstitzt die Annahme, dass MRP2 zur Chemoresistenz der Nierenkarzinomzelllinie
RCCNG1 beitragen kdnnte. Der Transkriptionsfaktor BCL6 hat in RCCNG1 Zellen jedoch
keinen signifikanten Einfluss auf die Expression von MRP2. Fir die erhdhte Expression des
Transporters MRP2 in RCCNG1-Zellen kénnen jedoch verschiedene andere Faktoren
verantwortlich sein. Zu diesen Faktoren konnten die veranderte Aktivitat anderer
Transkriptionsfaktoren in Karzinomzellen, Gen-Polymorphismen, Genumlagerungen und
Hypo- oder Hypermethylierungen der Promotoren zdhlen (Kim et al. 2006, Masereeuw und
Russel 2012).

Weiterhin ist zu erwahnen, dass auch experimentelle Ursachen zu den erzielten Ergebnissen
gefuihrt haben konnten. Da die RNA in den vorliegenden Experimenten 48 Stunden nach der
BCL6-Transfektion isoliert wurde, konnte es mdglich sein, dass die RNA nach dieser
Inkubationszeit bereits abgebaut war. Experimente, die eine Zeitreihenanalyse mit

einschlieBen, mussten sich anschliel3en, um diese Vermutung endgiiltig zu bestétigen.
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4.3. Nachweis des BCL6-Proteins in den Nierenkarzinomzelllinien

Die Auswertung der Daten zeigte, dass eine hohe BCL6-Expression auf mRNA-Ebene
vorliegt. Dennoch war unklar, warum BCL6 keinen Einfluss auf die Aktivierung der
untersuchten Transportproteine hat. Aufgrund dessen wurde im Rahmen dieser Arbeit eine
Antikorperfarbung in der Arbeitsgruppe etabliert, mit der BCL6 in den untersuchten
Nierenkarzinomzelllinien als Protein nachgewiesen werden sollte. Die immunhistochemische
Farbung diente dem Nachweis, ob die Translation, die Synthese des BCL6-Proteins in den
Nierenkarzinomzelllinien, erfolgreich war. Dazu wurden die Zelllinien 786-O, ACHN, LN78
und RCCNG1 entweder mit pcDNA3 oder pcDNA3-BCL6 transfiziert und anschlieRend die
Expression des BCL6-Proteins durch immunhistochemische Féarbung analysiert. Eine
Expression des BCL6-Proteins konnte mithilfe der Immunfluoreszenz-Analyse nur fir die
Zelllinie RCCNG1 nachgewiesen werden. Dadurch wird bestétigt, dass mit BCL6-transfizierte
RCCNG1-Zellen den Transkriptionsfaktor BCL6 im Zellkern exprimieren. Obwohl das
Plasmid pcDNA3-BCL6 exogen zugefiigt wurde, wird das Gen in den Zelllinien 786-O, ACHN
und LN78 nicht translatiert. Die Tatsache, dass das BCL6-Protein nur in der
Nierenkarzinomzelllinie RCCNG1 geringfligig nachweisbar ist, lasst vermuten, dass der
Prozess der Translation in den anderen untersuchten Nierenkarzinomzelllinien gestort sein
kénnte. Da Karzinomzellen generell ihre Genexpression verandern kénnen (Shen et al.
2012), ware es zum einen vorstellbar, dass die Nierenkarzinomzelllinien 786-O, ACHN und
LN78 Uber einen Mechanismus verfligen, mit dem sie RNA schneller abbauen kénnen,
sodass eine Synthese von Proteinen anhand von mRNA in den Ribosomen nicht mehr
moglich ist. Zum anderen wére moglich, dass die Nierenkarzinomzelllinien das Gen trotz
Transfektion mit dem Expressionsplasmid BCL6 nicht translatieren. Das Gen-
Expressionsmuster der Zelllinie RCCNG1 ahnelt proximalen Tubuluszellen mehr als die
anderen untersuchten Nierenkarzinomzelllinien (Hagos et al. 2014). Diese Tatsache kdnnte
eine mogliche Ursache dafir sein, dass nur die Zellinie RCCNG1 BCL6 als Protein

exprimiert.

4.4. Einfluss des BCL6-Proteins auf die Chemosensitivitat von RCCNG1-
Zellen

Da das BCL6-Protein nur in der Karzinomzelllinie RCCNG1 nachgewiesen werden konnte,

wurden die Zelllinien 786-O, ACHN und LN78 in dieser Phase der Experimente

vernachlassigt.

So wurde in den vorliegenden Experimenten untersucht, ob sich die Chemosensitivitat der

Nierenkarzinomzelllinie RCCNG1 gegeniber ausgewahlten Zytostatika (siehe Tab. 4.1)
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durch BCL6-Uberexpression erhéhen lasst. Die RCCNG1-Zellen wurden dafir nach der
Transfektion mit dem Leervektor pcDNA3 oder mit dem Expressionsvektor pcDNA3-BCL6 16
Stunden mit unterschiedlichen Konzentrationen eines der drei ausgewahlten Zytostatika
behandelt. Im Anschluss wurde die Caspase-3-Aktivitat gemessen.

Zunachst wurde der Effekt von BCL6 auf die Chemosensitivitait der RCCNG1-Zellen
gegeniber 5-Fluorouracil (5-FU) getestet. Der Pyrimidin-Antimetabolit 5-FU wurde 1957
entwickelt (Heidelberger et al. 1957). 5-FU wird intrazellular durch verschiedene
Phosyphorylierungsschritte zu seinen aktiven Metaboliten 5-Fluorodeoxyurinmonophospat
(5-FdUMP), 5-Fluorodeoxyuridintriphosphat (5-FAUTP), oder Fluorouridintriphosphat (5-
FUTP) umgewandelt (Schilsky 1998). Die aktiven Metaboliten 5-FAUTP bzw. 5-FUTP
kénnen aufgrund ihrer Strukturdahnlichkeit mit den Pyrimidinbasen Cytosin, Thymidin und
Uracil in die DNA bzw. RNA eingebaut werden (Schilsky 1998). Auf diese Weise hemmt 5-
FU die DNA- und RNA-Synthese und wirkt somit zytotoxisch (Schilsky 1998). Zudem hemmt
5-FAUMP das Enzym Thymidylat-Synthase und inhibiert dadurch ebenfalls die DNA-
Synthese (Schilsky 1998). Seit einigen Jahren wird 5-FU in Form von kontinuierlichen
intravendsen Infusionen als Kombinationstherapie mit anderen Therapien zur Behandlung
des Nierenzellkarzinoms eingesetzt (Gebrosky et al. 1997). Die Kombinationstherapie
besteht meist aus der Kombination aus Interleukin-2, Interferon-a und 5-FU (Dempke 2006).
5-FU ist ein nachgewiesenes Substrat des OAT2 (Kobayashi et al. 2005). Die prasentierten
Daten zeigen, dass sowohl Leervektor-transfizierte als auch BCL6-transfizierte RCCNGL1-
Zellen nach 16-stiindiger Inkubation mit 5-FU nicht mit Apoptose reagieren. Im Gegensatz
dazu wurde in der Arbeit von Hagos et al. die Caspase-3-Aktivitat in HNF4a-transfizierten
RCCNG1-Zellen nach 16-stindiger Inkubation mit sowohl 1 uM als auch 10 pM 5-FU
signifikant erhoht (Hagos et al. 2014). Der wahrscheinlichste Grund fir den Unterschied
zwischen dem erzielten Ergebnis und den von Hagos et al. publizierten Daten ist die
Verwendung unterschiedlicher Transkriptionsfaktoren.

Es bleibt auferdem zu klaren, ob weitere, in dieser Arbeit nicht untersuchte
Transportproteine zur Chemosensitivitat der RCCNG1-Zellen gegentiber 5-FU beitragen. Die
Arbeitsgruppe Pratt et al. konnte in Experimenten an mit MRP5 tranfizierten HEK293-Zellen
(Zellen aus humaner emybronaler Niere) die MRP5-vermittelte Chemoresistenz gegenlber
5-FU detektieren (Pratt et al. 2005). Als mdogliche weitere Transporter kommen die
equilibrativen Nukleosid-Transporter 1-3 (equilibrative nucleoside transporter, ENT1, ENT2,
ENT3) der SLC29-Familie fir einen gesteigerten Efflux oder verminderten Influx von 5-FU in
Frage. Shnitsar konnte die Transporter ENT1-3 in RCCNG1-Zellen nachweisen und hat eine
Affinitat von ENT1 und ENT2 fur 5-FU beschrieben (Shnitsar 2008). Hagos et al. konnten die
MRNA von ENT1, ENT2 und ENT3 nach 28-29 PCR-Zyklen in RCCNG1-Zellen nachweisen

(Hagos et al. 2014). Die Arbeitsgruppe hat zudem den konzentrativen Nukleosid-Transporter
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3 (concentrative nucleoside transporter 3, CNT3), ein Membrantransporter der SCL28-
Familie, als Kandidaten fur die 5-FU-induzierte Chemosensitivitdit in RCCNG1-Zellen
beschrieben (Hagos et al. 2014). CNT3 steigert die Akkumulation von 5-Fluordeoxyuridin (5-
FUDR), dem Metabolit von 5-FU (Hagos et al. 2014).

Als weiteres Zytostatikum wurde fir die Experimente der Topoisomerase-I-Inhibitor
Irinotecan ausgewahlt. Irinotecan wird in Kombination mit 5-FU und Folinsdure (FOLFIRI) zur
Behandlung des kolorektalen Karzinoms eingesetzt (Lee et al. 2005). Irinotecan ist ein
halbsynthetisches Camptothecinderivat. Das Alkaloid Camptothecin wird aus der Pflanze
Camptotheca acuminata isoliert. Irinotecan ist ein Prodrug, welches in der Leber durch
Carboxylesterasen in die aktive Form SN38 metabolisiert wird (Rivory et al. 1996, Wu et al.
2002, Ramesh et al. 2010). Die Bindung von SN38 an die DNA-Topoisomerase-l bewirkt
eine Enzymhemmung. Die Topoisomerase-I ist flr die DNA-Replikation, die RNA-Translation
und den Zellzyklus essentiell (Rothenberg 1997). Durch Glucuronidierung wird SN38 in der
Leber zu SN38-Glucuronid inaktiviert. Auch nach 16-stiindiger Inkubation mit Irinotecan
wurde keine Apoptose in den RCCNG1-Zellen induziert. BCL6 kann die Chemosensitivitat
der RCCNG1-Zellen gegenuber Irinotecan nicht beeinflussen. Die Tatsache, dass die Zellen
der Karzinomzelllinie RCCNGL1 auf Irinotecan nicht mit Apoptose reagieren, kdnnte zu einem
darauf zurlickzufiihren sein, dass die intrazellulare Wirkkonzentration von Irinotecan nicht
ausreichend ist, um zytotoxisch wirksam zu sein. Shnitsar et al. zeigten, dass der
Aufnahmetransporter OCT3 die Aufnahme von Irinotecan vermittelt (Shnitsar et al. 2009),
doch dieser Transporter wurde in RCCNG1-Zellen nicht exprimiert. Zudem wurde die
Interaktion von OCT1 mit Irinotecan beschrieben (Gupta et al. 2011b). OCT1 wird in der
untersuchten Zelllinie RCCNG1 exprimiert und kénnte somit u.a. fir die Aufnahme von
Irinotecan in RCCNG1-Zellen verantwortlich sein. Dennoch stellt sich die Frage, warum sich
RCCNG1-Zellen trotz wahrscheinlicher intrazellularer Anreicherung des Arzneimittels den
zelltoxischen Einflissen des Zytostatikums entziehen und durch hohe Zytostatikagaben nicht
in ihrem autonomen Zellwachstum gehindert werden. In diesem Prozess spielen
wahrscheinlich die Efflux-Transporter eine Rolle. Irinotecan gilt als Substrat fir den Efflux-
Transporter MDR1 (Toffoli et al. 2003, Kusuhara und Sugiyama 2009). Damit kann
festgehalten werden, dass die intrazellulare Konzentration des aktiven Metaboliten SN38 von
drei Faktoren abhangig ist: wvon der Carboxylesteraseaktivitdit, der UDP-
Glucuronosyltransferaseaktivitat und von der Aktivitat des Efflux-Transporters MDR1. Da die
Expression der MDR1-mRNA in den prasentierten Daten als niedrig nachgewiesen werden
konnte, ist der Transporter MDR1 nicht als wahrscheinliche Ursache fir einen vermehrten
Efflux von SN38 zu werten. Der Transport von Irinotecan durch den MRP2 konnte bisher in-

vitro nachgewiesen werden (Chen und Tiwari 2011). Diese Erkenntnis lasst die Annahme zu,
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dass RCCNG1-Zellen auf das Zytostatikum Irinotecan nicht mit Apoptose reagieren, da das
Medikament durch den in der Zelllinie RCCNG1 exprimierten Transporter MRP2 vermehrt
aus den Karzinomzellen heraustransportiert wird. Genauso kénnten auch andere Transporter
am Efflux des Medikaments beteiligt sein. Mogliche Kandidaten waren die Multidrug-and-
Toxin-Extrusion-Transporter 1 und 2 (MATE1 und MATE2) der SLC47-Familie, die beide in
der luminalen Membran der proximalen Tubuluszellen exprimiert werden (Otsuka et al. 2005,
Masuda et al. 2006). MATE-Transportproteine sezernieren sowohl endogene als auch
exogene Substanzen. Es wurde bereits gezeigt, dass das Zytostatikum Oxaliplatin von
MATE1L und MATE2-K transportiert wird (Yonezawa et al. 2006). MATE1 transportiert zudem
die Zytostatika Topotecan (Tanihara et al. 2007) und Cisplatin (Yonezawa et al. 2006).
Obwohl MATEL insbesondere als Efflux-Transportprotein beschrieben wird (Otsuka et al.
2005, Tanihara et al. 2007), konnte MATEL in einigen Studien als Aufnahmetransporter
nachgewiesen werden (Chen et al. 2007, Watanabe et al. 2010, Minematsu und Giacomini
2011). Grottker et al. konnten in Experimenten eine Interaktion von MATEL1 mit Irinotecan
nachweisen, lieferten jedoch keine endgiltige Aussage, ob MATEL1l den Transport von

Irinotecan vermittelt (Grottker et al. 2011).

Als drittes Zytostatikum wurde in den durchgefiihrten Experimenten die antineoplastische
Substanz Oxaliplatin ausgewahlt. Oxaliplatin ist ein Platinderivat der dritten Generation, das
insbesondere zur Behandlung des kolorektalen Karzinoms, haufig in Kombination mit 5-FU
und Folinsdure (FOLFOX-Therapieschema), eingesetzt wird (De Gramont et al. 2000, Van
Cutsem et al. 2010). Im Gegensatz zum Zytostatikum Cisplatin induziert Oxaliplatin keine
Nephrotoxizitdt und weist somit ein gunstigeres Toxizitatsprofil auf (Raymond et al. 2002).
Die antitumorale Wirkung von Oxaliplatin soll auf der Bildung von Di-Platin-DNA-Addukten
und deren Interaktion mit der DNA beruhen, wodurch die DNA-Replikation und -Transkription
gestort werden (Rothenberg 2000). Die durch die Platinierung entstandenen DNA-Schaden
induzieren der programierten Zelltod (Todd und Lippard 2009). Oxaliplatin ist ein bekanntes
Substrat des OCT1 und des OCT2 (Yonezawa et al. 2006, Zhang et al. 2006). Die
prasentieren Daten zeigen, dass OCT1 in der Nierenkarzinomzelllinie RCCNG1 exprimiert ist
und damit zur Aufnahme von Oxaliplatin in die RCCNG1-Zellen beitragen kdnnte. Da die
Zytotoxizitat und Akkumulation von Oxaliplatin insbesondere durch die Expression von OCT1
(Zhang et al. 2006) und OCT2 (Yonezawa et al. 2006, Zhang et al. 2006) erhdht wird, war
eine Oxaliplatin-induzierte Apoptose der RCCNG1-Zellen zu erwarten. Die erzielten
Ergebnisse zeigen allerdings zum einen, dass Oxaliplatin keine Apoptose in RCCNG1-Zellen
ausldost, und zum anderen, dass BCL6 keinen positiven Effekt auf die Chemosensitivitat der
RCCNG1-Zellen gegenuber Oxaliplatin bewirkt. Oxaliplatin ist ein Substrat fir die
Transporter OCT1, OCT2, OCT3, MATE1 und MATE2-K (Yonezawa et al. 2006, Zhang et al.
2006, Lovejoy et al. 2008, Burger et al. 2010). Des Weiteren sind die in dieser Arbeit nicht
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betrachteten  Zwitterionen-/Kationentransporter OCTN1 und OCTN2 (Organische-
Kationen/Carnitin-Transporter) der SLC22-Familie an der Aufnahme von Oxaliplatin beteiligt
(Jong et al. 2011). Es ware mdglich, dass RCCNG1-Zellen verschiedene, in dieser Arbeit
nicht untersuchte Efflux-Transporter tUberexprimieren konnten, welche Oxaliplatin vermehrt
aus den Zellen heraustransportieren. Dazu z&ahlen die Transporter MATE1 und MATE2-K,
die bereits mit dem Oxaliplatin-Efflux aus proximalen Tubuluszellen in Zusammenhang
gebracht wurden (Yonezawa et al. 2006, Yokoo et al. 2007). Eine verringerte intrazellulare
Oxaliplatin-Konzentration wurde auch durch eine erhdhte Expression der Transporter MRP1
und MRP4 in Ovarialkarzinomzellen beschrieben (Beretta et al. 2010). Shnitsar et al.
konnten zeigen, dass MRP4 in 786-O, ACHN, LN78 und RCCNG1 exprimiert ist (Shnitsar et
al. 2009). Aus diesem Grund missten fir eine vollstandige Erklarung der Chemoresistenz
von RCCNG1-Zellen auch die Transportproteine MATE1, MATE2-K, MRP1 und MRP4
bertcksichtigt und untersucht werden. Des Weiteren kdnnten andere Transkriptionsfaktoren
einen Einfluss auf die Oxaliplatin-induzierte Apoptose in RCCNG1-Zellen haben. Hagos et al.
haben den Effekt des Transkriptionsfaktors HNF4a auf die Chemosensitivitat von RCCNG1-
Zellen gegenlber Oxaliplatin untersucht und konnten beobachten, dass die Caspaseaktivitat
in HNF4a-transfizierten RCCNG1-Zellen im Gegensatz zu Kontrollzellen signifikant erhdht
wird (Hagos et al. 2014).

4.5. Einfluss weiterer Faktoren auf die Nierenkarzinomtherapie

Es bleibt zu diskutieren, welche anderen Zielstrukturen und Strategien zur gezielten
Karzinomtherapie eingesetzt werden kénnten. Einen mdglichen Ansatzpunkt stellen miRNAs
dar. In der Vergangenheit wurden verschiedene mMiRNAs beobachtet, welche die
Chemosensitivitdat von Cisplatin-resistenten Zelllinien durch Regulation der Apoptose
erhéhen kdnnen (Shen et al. 2012). Diese Tatsache lasst die Annahme zu, dass miRNAs
maoglicherweise auch die Chemosensitivitdt der Zelllinie RCCNG1 beeinflussen kénnten.
Untersuchungen von Xu et al. an Nierenkarzinomzelllinien ergaben, dass mil82-5p in
Nierenkarzinomzelllinien herunterreguliert ist und eine induzierte Uberexpression dieser
miRNA die Proliferation der Karzinomzellen supprimiert (Xu et al. 2014). Einen weiteren
moglichen Ansatzpunkt stellt der Wnt-Signalweg dar, welcher die Zellproliferation und die
Zelldifferenzierung reguliert (MacDonald et al. 2009). Die Fehlregulation des Wnt-Signalwegs
wird mit der Tumorentstehung, -progression und -aggresivitat verschiedener Organe in
Verbindung gebracht (Waaler et al. 2011). Die Signalmolekile der Wnt-Sighalwege sind
Whnt-Proteine. Eine zentrale Rolle dieser Signalkaskade nimmt das intrazellulare Protein -
Catenin ein (Clevers 2006). Durch Bindung des Wnt-Liganden an seinen Rezeptor reichert
sich B-Catenin im Zellkern und im Zytoplasma an und kann im Zellkern an

Transkriptionsfaktoren binden, wodurch die Transkription bestimmter Wnt-Zielgene aktiviert
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wird (Clevers 2006, MacDonald et al. 2009). Untersuchungen von Hsu et al. ergaben, dass
der Wnt1OA-Ligand in Nierenkarzinomzelllinien hochreguliert ist (Hsu et al. 2012). Die
Uberexpression von Wnt10A und B-Catenin im NZK hat eine erhéhte Zellproliferation,
Zellinvasion, Zellmigration und eine erhohte Chemoresistenz zur Folge (Hsu et al. 2012).
Hagos et al. konnten eine hohe Expression von B-Catenin im Zytoplasma, in der
Zellmembran und im Zellkern von RCCNG1-Zellen nachweisen (Hagos et al. 2014). In
Anlehnung an diese Erkenntnis ware es denkbar, dass eine Herunterregulierung des [3-
Catenins und/oder des Wnt10A-Liganden zu einer erhéhten Chemosensitivitat der RCCNG1-
Zellen fuhren konnte. Pal et al. konnten erstmals nachweisen, dass spezifische Telomer-
Bindungsfaktoren und deren Inhibition durch siRNA (small interfering RNA) als
Angriffspunkte zur Therapie des Nierenkarzinoms dienen kénnten (Pal et al. 2015). Telomere
sind spezifische DNA-Sequenzen am Ende der Chromosomen, die keine kodierenden
Information besitzen und fur den Schutz der Chromosomen unverzichtbar sind (Armanios
und Blackburn 2012). Die Telomere selbst werden durch spezifische Bindungsproteine
geschitzt, die dem sogenannten Shelterin-Komplex angehoéren (De Lange 2005). Zwei
dieser Bindungsproteine sind die von Pal et al. untersuchten telomeric repeat binding factors
TRF1 und TRF2 (De Lange 2005). In ihren Untersuchungen konnte in
Nierenkarzinomzelllinien eine erhtéhte Expression von TRF1 und TRF2 sowohl auf mRNA-
als auch auf Proteinebene im Vergleich zum gesunden Nierenparenchym beobachtet werden
(Pal et al. 2015). Somit stellten Pal et al. die Hypothese auf, dass diese Hochregulation ein
genereller Mechanismus von Nierenkarzinomzellen sein konnte. Weiterhin wurde festgestellt,
dass der Einsatz von siRNA die Expression von TRF1 und TRF2 in der
Nierenkarzinomzelllinie  A498 unterdrickt. Diese experimentelle Stilllegung der
Bindungsproteine hatte Auswirkungen auf den Zellzyklus (,Zellzyklus-Arrest®), verminderte
die Zellproliferation und induzierte 96 Stunden nach der Behandlung mit siRNA eine erhthte
Apoptoserate in der Nierenkarzinomzelllinie im Vergleich sowohl zu unbehandelten Zellen
als auch zu Kontrollzellen in-vitro (Pal et al. 2015). Die prasentierten Ergebnisse dieser
Publikation fuhren zu der Annahme, dass die siRNA von Telomer-Bindungsproteinen
effektive Substanzen zur Behandlung des Nierenzellkarzinoms darstellen koénnten,

mdoglicherweise auch im Hinblick auf die Chemosensitivitat.
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5. Zusammenfassung

Das Nierenzellkarzinom stellt mit 86 % den haufigsten bdsartigen Tumor der Nieren dar.
Viele Patienten mit Nierenzellkarzinom weisen bereits bei der Diagnosestellung Metastasen
auf. Die Therapiemdglichkeiten zur Behandlung des Nierenzellkarzinoms sind bis heute
limitiert. Aus diesem Grund ist die Etablierung neuer Behandlungsmdglichkeiten
unumganglich. Ich habe mit dieser Studie versucht, einen Beitrag zur Verbesserung der
Chemotherapie  des  Nierenzellkarzinoms zu leisten, indem ich  mdgliche
Beeinflussungsmdglichkeiten der Expression von Zytostatika-Transportern des Nephrons zur
zZielgerichteten Chemotherapie untersucht habe. Eine klare Aussage, die von dieser Arbeit
abgeleitet werden kann, ist, dass der untersuchte Transkriptionsfaktor BCL6 keinen
signifikanten  Einfluss auf die Expression von Transportproteinen in den
Nierenkarzinomzelllinien 786-O, ACHN, LN78 und RCCNG1 ausibt und auch daraus
resultierend die Chemosensitivitat dieser Nierenkarzinomzelllinien nicht erhoht. Entgegen
den Erwartungen konnte in der Nierenkarzinomzelllinie ACHN ein geringfugiger negativer
Einfluss von BCL6 auf die OCTI1l-Expression nachgewiesen werden. Die
immunhistochemische Analyse lieferte den Nachweis, dass die Nierenkarzinomzelllinien
786-O, ACHN und LN78 den Transkriptionsfaktor BCL6 nicht als Protein exprimieren. Die
Behandlung der RCCNG1-Zellen mit den Zytostatika 5-FU, Irinotecan und Oxaliplatin flihrte
nicht zur gewlnschten Apoptoserate und konnte durch BCL6 nicht beeinflusst werden. Da
die Expression der untersuchten Transportproteine zwischen den Nierenkarzinomzelllinien
verschiedener Patienten variiert, sollte die Chemotherapie der Patienten individuell auf deren

Transporter-Expression abgestimmt werden.
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