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Quantifizierung der ABCB1-mRNA in Lymphozytensubpopulationen: die Rolle
genetischer Polymorphismen im ABCB1-Gen

Kurzzusammenfassung

P-Glykoprotein (P-Gp) ist ein membranstindiges Protein, das als Efflux-Transporter die
intrazelluldre Konzentration seines Substrats vermindert. Seine physiologische Funktion liegt im
Schutz der Zelle vor schadigenden Substanzen sowie der Elimination endogener
Stoffwechselprodukte. P-Gp spielt eine wichtige Rolle in der zellvermittelten Immunitét sowie
bei der Multiplen Wirkstoffresistenz und ist von zentraler Bedeutung fiir die Pharmakokinetik
zahlreicher therapeutisch wichtiger Wirkstoffe. Beim Menschen wird P-Gp durch das ABCB1-
Gen kodiert. Fiir dieses Gen lieBen sich genetische Polymorphismen identifizieren, denen eine
Auswirkung auf die Expression von ABCB1 und somit auf die Aktivitdt von P-Gp zugeschrieben
wird. Untersuchungen zu dieser Frage kommen zu teilweise kontrdaren Ergebnissen. Im Rahmen
einiger Studien findet ein kleinerer Medikamententransporter Mini-P-Gp Erwéhnung, der

mutmalBlich durch einen alternativen Spleilvorgang an der ABCB1-RNA entsteht.

Ziel dieser Arbeit war herauszufinden, ob sich die Expression von P-Gp, abgebildet in ABCBI1-
mRNA-Mengen, in vier Zelllinien der peripheren lymphatischen Blutreihe (CD4+-, CD8+-,
CD56+- und CD 19+-Lymphozyten) unterscheidet. Aulerdem sollte gekldart werden, ob die
Hohe der P-Gp-Expression mit dem Vorhandensein bestimmter Genotypen zweier hiufiger
genetischer Polymorphismen im ABCB1-Gen (G2677T/A und C3435T) assoziiert ist. Durch die
Auswahl spezifischer Primer zur Vervielféltigung der N- bzw. C-terminalen Hélfte des ABCBI1-
Gens erfolgte die Uberpriifung der Existenz von Mini-P-Gp. Die Trennung der von uns
untersuchten ~ Zelllinien geschah  durch FACS-Zellsortierung nach  Firbung  mit
immunfluoreszierenden Antikorpern. Mit Hilfe eines quantitativen RT-PCR-Versuchsaufbaus
wurde die ABCB1-mRNA gemessen. Zur Normalisierung der gemessenen Konzentrationen

diente die gleichzeitige Quantifizierung eines Housekeeping-Gens.

Die Ergebnisse unserer Studie wiesen die hochste ABCB1-mRNA-Menge in CD 56+-, gefolgt
von CD8+-, CD4+- und CD 19+-Lymphozyten nach. Dies steht in Einklang mit fritheren Studien
zur Aktivitit des Medikamententransporters und unterstreicht die physiologische Rolle von P-Gp
in der zellvermittelten zytotoxischen Immunitit. Bei der Uberpriifung der genetischen

Polymorphismen hinsichtlich der Expression von P-Gp konnte nach Normalisierung der Daten



keine statistisch signifikante Auswirkung auf die Anzahl der ABCB1-mRNA-Kopien in allen
Zellpopulationen gefunden werden. Die Frage nach der Existenz eines Mini-P-Gp konnte nicht
geklart werden. Zwar wurde in allen Zellen eine etwa halb so hohe Transkriptzahl fiir die N-
terminale Hilfte wie fiir die C-terminale Hilfte gemessen, was als Indiz fiir die Existenz des
kleineren Transporterproteins gewertet werden kann. Doch darf dabei nicht auler Acht gelassen
werden, dass die Effizienz der PCR fiir die N-terminale Héilfte schlechter als fiir die C-terminale
Hilfte ist. AuBBerdem gibt es bisher keine molekularen Analysen, die das Phanomen Mini-P-Gp

erkldren konnten.



Quantification of ABCBI-mRNA in peripheral blood lymphocytes: the role of
genetic polymorphisms in the ABCB1-gene

Abstract

P-Glycoprotein (P-Gp) is a membrane-bound protein, which acts as an efflux-pump and reduces
the intracellular concentration of its substrates. Its physiological function is the protection of the
cell from toxic substances as well as the elimination of endogenous metabolic wastes. P-Gp
plays an important role in cell-mediated immunity, in multi-drug resistance and in the
phamacokinetics of numerous therapeutic agents. In humans P-Gp is encoded by the ABCBI-
gene. A number of genetic polymorphisms for this gene have been identified, which may have
implications on the expression of ABCBI1 and, consequently, on the activity of P-Gp.
Investigations in this field have resulted in contradictory findings. In some studies a small drug
transporter, Mini-P-Gp, is mentioned, which may be the result of alternative splicing of the

ABCBI-RNA.

The objective of this study was to find out, whether the expression of P-Gp, as measured in
ABCBI-mRNA, differs in 4 lines of the peripheral blood lymphoid cell pool (CD4+-, CD8+-,
CD 56+- and CD19+-lymphocytes) and whether the amount of P-Gp expression is associated
with two frequent genetic polymorphisms in the ABCBI-gene (G2677T/A and C3435T). By
designing specific primers for the amplification of the N- and C-terminal half of the ABCBI1-
gene, respectively, we tried to verify the existence of Mini-P-Gp. Cell separation was carried out
using FACS cell-sorting after staining with fluorescent antibodies. Quantification was performed
with a quantitative RT-PCR assay. The results were normalised by simultaneous quantification

of a housekeeping-gene.

We found the highest amount of ABCB1-mRNA in CD56+, followed by CD8+-, CD4+,- and
CD19+- lymphocytes. This is in accordance with previous studies on the activity of the drug
transporter and underlines its physiological role in cell-mediated, cytotoxic immunity. However,
no statistically significant effect on the ABCB1-mRNA-copy number as a result of the different
genetic polymorphisms could be seen after normalising the data. The question of the existence of
Mini-P-Gp could not be clarified. We found approximately half as many transcript copies of the
N-terminal half as of the C-terminal half in all cell lines, which could be an indicator of the

existence of the smaller transport protein. However, this result may be confounded by a lower



PCR efficiency for the N-terminal half than for the C-terminal half. Moreover, there is to this

date no molecular analysis explaining the phenomenon Mini-P-Gp.



1. Einleitung

1.1. Multiple Wirkstoffresistenz

Der Begriff Multiple Wirkstoffresistenz (multidrug resistance, MDR) bezeichnet ein Phédnomen,
das insbesondere von onkologisch titigen Arzten innerhalb der letzten Jahrzehnte beschrieben
wurde. Sie beobachteten, dass Patienten mit unterschiedlichen Krebserkrankungen, die initial mit
nur einem Chemotherapeutikum behandelt wurden, im Laufe der Behandlung eine Resistenz
gegen verschiedene zytotoxische Substanzen entwickelten, die mit dem ersten Therapeutikum
weder chemisch verwandt waren noch den gleichen Wirkmechanismus hatten. Dies fiihrte in
vielen Féllen zu einem volligen oder teilweisen Versagen der Chemotherapie. Inzwischen kennt
man eine Reihe von Mechanismen, die zur Entwicklung von MDR fiihren kénnen (1). Sie
reichen von der Beeinflussung des Transports und der Aufnahme des Chemotherapeutikums in
die Zelle iber die beschleunigte Inaktivierung bis zum Zunichtemachen der
chemotherapeutischen Wirkung durch effiziente Reparatur von gesetzten DNA-Schiden.

Héufig entsteht MDR durch das Vorhandensein von P-Glykoprotein (P-Gp), eines
Effluxtransporters, der erstmals 1976 von Juliano und Ling beschrieben wurde (2). Er
transportiert seine Substrate aus der Zelle und schiitzt die Zelle so vor moglichen Schaden. P-Gp
wird, je nach Gewebeart, bereits intrinsisch in den Tumorzellen mehr oder weniger stark
exprimiert, und infolge einer Chemotherapie kann die P-Gp-Aktivitidt ansteigen (3, 4). Die
molekulare und molekulargenetische Grundlage fiir interindividuelle Unterschiede wird im

Folgenden nidher dargestellt.

1.2. ABCB1 und P-Glykoprotein
1.2.1. Das ABCB1-Gen

Roninson et al. entdeckten 1986, dass MDR mit der Amplifikation von zwei miteinander
verwandten DNA-Sequenzen korrelierte, die mit mdrl und mdr2 bezeichnet wurden. Bei der
Isolierung der Sequenzen stellte sich heraus, dass mdrl eine 4,5kb-mRNA kodierte und in allen
untersuchten menschlichen Zelllinien mit MDR iiberexprimiert war, wéhrend fiir mdr2 keine
korrespondierende RNA entdeckt wurde (5). Somit scheint fiir die Expression des
Medikamententransporters und die Entwicklung von MDR beim Menschen nur mdrl (heute
ABCBI1) verantwortlich zu sein. Mdr2 (heute ABCB4) spielt wahrscheinlich eine Rolle in der
Sekretion von hepatischem Phosphatidylcholin in die Gallenfliissigkeit (6).



Das menschliche ABCB1-Gen ist auf dem langen Arm des Chromosoms 7 am Lokus g21.1
kartiert. Das Gen beinhaltet 28 Introns, von denen 26 die proteinkodierende Sequenz
unterbrechen. Die Transkript-mRNA ist 4,5 kb lang und kodiert das P-Glykoprotein (P-
Gp/MDR1/ABCB1/PGY1).

1.2.2. Struktur von P-Glykoprotein

Humanes P-Gp ist ein phosphoryliertes und glykosyliertes membranstindiges Protein mit einer
Liange von 1280 Aminosduren und einem Molekulargewicht von 170 kDa. Es ist unterteilt in
zwel einander sehr dhnliche Hilften von jeweils 610 Aminosiduren Lédnge, die durch eine flexible
,Linker-Region“ verbunden sind. Jede der beiden Hilften besteht aus einer N-terminalen
hydrophoben und einer C-terminalen hydrophilen Sequenz wund setzt sich aus 6
membranstindigen o-Helices zusammen. Beide Hilften besitzen eine zytosolische
Nukleotidbindungsstelle, die ATP und Analoga binden kann. Aufgrund der Homologie der
beiden Hilften nimmt man an, dass das gesamte ABCB1-Gen aus der Fusion zweier verwandter
Gene entstanden ist (7). Die beiden Nukleotidbindungsstellen funktionieren wahrscheinlich
unabhingig voneinander, und ATP-Spaltung findet nur auf jeweils einer Seite statt. Zur vollen
Funktion von P-Gp sind aber beide Seiten notwendig, da die Inaktivierung einer Seite einen
Funktionsverlust des Transporters bedingt (8). Abbildung 1 zeigt eine schematische Darstellung

des Medikamententransporters.
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Abbildung 1: schematische Darstellung von P-Glykoprotein (9)

P-Gp (ABCB1) gehort zur Subfamilie ABCB innerhalb der ABC-Transporter (ATP-binding

cassette superfamily), einer Gruppe von 49 Transporterproteinen, die ATP binden und mit Hilfe



der Bindungsenergie eine Reihe verschiedener Molekiile iiber die Zellmembran transportieren

(10).

Existenz eines Mini-P-Glykoproteins

Im Rahmen mehrerer Studien fanden sich Hinweise darauf, dass es neben dem herkommlichen
P-Gp ein kleineres Transporterprotein, genannt Mini-P-Gp, gibt, das durch einen alternativen
Spleivorgang an der ABCB1-mRNA gebildet wird. Dabei entsteht ein unglykosyliertes Protein
von ca. 60 kDa GroBe, das die Transmembrandominen 9-12 und die ATP-bindende C-terminale-
Hilfte von P-Gp enthilt (11). Trambas et al. berichteten, dass dieses Protein, und nicht das
herkdmmliche P-Gp, fiir MDR in CD56-positiven natiirlichen Killerzellen, der Zellpopulation
der lymphatischen Reihe mit der hochsten P-Gp-Expression, verantwortlich sei (12). Zum
Nachweis der mRNA beider mutmaBlich existierenden Proteine, des Mini- und des langen
Transporters, wurden in unserer Arbeit Primer zur spezifischen Amplifizierung der C- bzw. N-

terminalen Hilfte von ABCBI1 eingesetzt.

1.2.3. Funktionsweise und Substratspezifitit von P-Glykoprotein

Die Erforschung der Funktionsweise des Transporters auf molekularer Ebene hat im letzten
Jahrzehnt wichtige Fortschritte gemacht. P-Gp transportiert Substanzen, die in die
Lipiddoppelschicht der Zellmembran eingedrungen sind. Die a-Helices bilden anscheinend einen
Kanal, durch den der Transport des Substratmolekiils aus der Zelle heraus erfolgt. Dieser
Transport erfolgt unter Verbrauch von ATP und ggf. gegen ein groles Konzentrationsgefille.
Eine Vielzahl von Verbindungen, die sich in ihren chemischen Eigenschaften stark
unterscheiden, sind Substrate von P-Gp (Tabelle 1); die breite Substratspezifitit ist eines der
Charakteristika dieses Transporters. Sie sind jedoch hauptsichlich hydrophobe oder
amphipathische Substanzen, die keine negative Ladung besitzen und, bis auf wenige
Ausnahmen, zwischen 200 und 1900 Dalton groB sind. Aulerdem treten sie alle aufgrund ihrer
Hydrophobie durch passive Diffusion in die Zelle ein (13). Fiir die Pharmakokinetik einer

ganzen Reihe klinisch wichtiger Wirkstoffe ist P-Gp von zentraler Bedeutung.



Tabelle 1: Substrate von P-Glykoprotein (Auswahl) (6, 14, 15, 16, 17)

Wirkstoffgruppe Substrate

Chemotherapeutika mit Vinca-Alkaloide (Vincristin, Vinblastin)
Verwendung zur Krebsbekdmpfung Anthrazykline (Doxorubicin, Daunorubicin, Epirubicin)
Epipodophyllotoxine (Etoposid, Teniposid)
Paclitaxel
Topotecan
Mithramycin
Mitomycin C

Andere zytotoxisch wirksame Colchicin

Substanzen Emetin
Ethidiumbromid
Puromycin

Immunsuppressiva Ciclosporin
Tacrolimus
Sirolimus

HIV-Medikamente Proteaseinhibitoren: Ritonavir, Indinavir, Saquinavir
Integraseinhibitoren

Antidepressiva Citalopram
Paroxetin
Amitriptylin
Venlafaxin

Andere Substanzen Rhodamin-123
Digoxin
Digitoxin

1.3. Physiologische Funktion von P-Gp

Welche physiologische Funktion P-Gp hat, bleibt noch weitgehend einer Klidrung zuzufiihren.
Schinkel et al. zeigten in Studien mit ABCBI1-Knock-out-Mausen, dass das Fehlen dieses
Transportproteins mit dem Leben und einer normalen Entwicklung vereinbar ist: die Tiere
entwickelten sich regelrecht, zeigten normale biochemische und immunologische Parameter und
eine normale Fertilitdit. Auch wiesen die meisten Organe, die physiologischerweise P-Gp
exprimieren, keine makroskopischen oder mikroskopischen Verdnderungen auf. Jedoch
eliminierten die ABCB1-Knock-out-Mause Digoxin schlechter und zeigten auBBerdem im Gehirn
hohere Wirkstoffkonzentrationen als Tiere mit normalem P-Gp-Phinotyp (18).

Beim Menschen wurde die Expression von P-Gp hauptsdchlich in Zellen mit sekretorischer
Funktion nachgewiesen, und zwar in der Leber, der Bauchspeicheldriise, der Niere, der
Nebenniere und in Dick- und Diinndarm. In all diesen Organen ist P-Gp an der luminalen Seite
des Epitheliums lokalisiert. Dies ldsst vermuten, dass die physiologische Rolle des Transporters
im Schutz der Zelle vor schadigenden Substanzen und der Elimination endogener

Stoffwechselprodukte liegt (19, 20). Aufgrund des Nachweises von P-Gp im Nebennierenkortex
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wird eine Rolle des Transporters im Steroidmetabolismus diskutiert. P-Gp lieB3 sich auBerdem im
Kapillarendothelium von Plazenta, Hoden und Gehirn nachweisen. Es scheint also auch dort eine
Barrierefunktion auszuiiben. Im Gehirn trigt P-Gp zur Bildung der Blut-Hirn-Schranke bei (6).
Eine weitere wichtige Rolle spielt der Transporter in Zellen des blutbildenden Systems und des
Immunsystems (siehe 1.3.1). Die P-Gp-Konzentration in den verschiedenen Geweben kann sich
von Mensch zu Mensch erheblich unterscheiden. Es hat sich auBerdem gezeigt, dass die P-Gp-
Expression induziert werden kann; zu den Induktoren gehoren so wichtige Wirkstoffe wie

Rifampicin und auch das heute als Antidepressivum hiufig verwendete Johanniskraut (9).

1.3.1. P-Glykoprotein und das Immunsystem

Eine Reihe von Zellen des blutbildenden Systems, insbesondere der lymphatischen Reihe,
weisen nachweisbare P-Gp-Aktivitit auf, wenn auch in geringerem Maf3e als andere Gewebe (6).
Das Vorkommen des Medikamententransporters wurde zuerst von Chaudhary et al. in praktisch
allen CD34+-Vorlduferzellen des blutbildenden Systems und in 50% aller lymphatischen
Knochenmarkszellen beschrieben. Dabei zeigten pluripotente Stammzellen die hochste P-Gp-
Aktivitat, was auf eine physiologische Rolle des Transporters beim Schutz des Knochenmarks
vor schadigenden Substanzen hindeuten mag (21). In Untersuchungen iiber das Vorkommen von
P-Gp in Subpopulationen der peripheren lymphatischen Reihe ergab sich die hochste Aktivitét in
Zellen mit zytolytischer Funktion, d.h. CD56+-natiirlichen Killerzellen und CD8+-zytotoxischen
T-Zellen. Geringere Aktivitit fand sich in CD4+-T-Helferzellen und CD19+-B-Lymphozyten.
CD14+-Monozyten und Granulozyten zeigen so gut wie keine P-Gp-Aktivitit (22, 23).

Innerhalb des Immunsystems wird dem Medikamententransporter eine Rolle in der Ubernahme
spezifischer Immunfunktionen zugeschrieben. So konnte gezeigt werden, dass die zytolytische
Aktivitdat von CD56+- und CD8+-Zellen durch monoklonale Anti-P-Gp-Antikoérper und durch P-
Gp-Modulatoren, also Substanzen, die die Wirkung von P-Gp inhibieren, dosisabhingig
gehemmt werden konnte, was fiir eine Rolle von P-Gp in der zellvermittelten Zytotoxizitit
spricht (24, 25). In menschlichen T-Lymphozyten scheint P-Glykoprotein am Transport der
Zytokine IL-2, IL-4 und IFN-y beteiligt zu sein. Eine Hemmung des Transporters fiihrte in

diesen Zellen zu verminderter Freisetzung dieser Proteine (26, 27).
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1.4. Bedeutung von P-Glykoprotein fiir die Arzneitherapie

Aufgrund seiner Lokalisation und Funktion als Effluxtransporter kann P-Gp bei Wirkstoffen, die
zu seinen Substraten gehoren, das Erreichen addquater Konzentrationen im Plasma oder den
Zielgeweben erschweren. P-Gp an der apikalen Zellmembran der Darmzelle sorgt fiir die
Reduktion der oralen Verfiigbarkeit einer Substanz, P-Gp-Molekiile in der kanalikuldren
Zellmembran des Hepatozyten bzw. der apikalen Membran der renalen Tubulusepithelzelle
fordern die Exkretion des Wirkstoffs, und als Bestandteil der Blut-Hirn-Schranke verhindert P-
Gp sein Eindringen ins Hirngewebe. Die Aktivitit von P-Gp kann somit sowohl fiir die
Absorption eines Wirkstoffes als auch fiir dessen Gewebeverteilung und Exkretion kritisch sein.
Durch die breite P-Gp-Substratspezifitit bestehen auBerdem vielfiltige Moglichkeiten von
Arzneimittelinteraktionen, teils durch Konkurrenz um den Transporter, teils durch Induktion der
P-Gp-Expression.

Wie die Tabelle der P-Gp-Substrate zeigt, sind Chemotherapeutika nicht die einzigen Wirkstoffe,
deren Pharmakokinetik maBgeblich von der Aktivitidt des Arzneimitteltransporters beeinflusst
wird. Als Beispiel sei hier nur die Therapie der HIV-Erkrankung genannt, da sie mit dem Thema
der Arbeit in unmittelbarem Zusammenhang steht. Die in der Therapie der HIV-Erkrankung
eingesetzten Proteaseinhibitoren, nukleosidanaloge Reverse-Transkriptase-Inhibitoren (NRTI)
und die Intregraseinhibitoren sind Substrate von P-Gp. (15, 16). Eine hohe P-Gp-Aktivitit fiihrt
durch Reduktion der oralen Verfiigbarkeit nicht nur zu niedrigeren Wirkstoffspiegeln im Plasma,
sondern durch aktiven Transport aus den infizierten Lymphozyten auch zu niedrigen
Wirkstoffspiegeln am eigentlichen Wirkort, und schwicht damit die Wirksamkeit dieser
Substanzen (28, 29). Andererseits scheint eine hohe P-Gp-Expression in T-Lymphozyten die
Infektiositit des HIV-1-Virus zu senken, indem sie das Virus bei der Fusion mit der
Plasmamembran und auch in seinem spiteren Lebenszyklus behindert (30).

Multiple Wirkstoffresistenz gegen zytotoxische Substanzen ist eine der Hauptursachen fiir das
schlechte therapeutische Ergebnis der Chemotherapie in der Behandlung vieler maligner
Erkrankungen. Dabei kann ein fehlendes Ansprechen bei einigen Tumoren intrinsisch vorhanden
sein, so sprechen zum Beispiel kleinzellige Lungenkarzinome oder Kolonkarzinome a priori
schlecht auf zytotoxische Substanzen an. Bei Krebserkrankungen, die nach initialem
Therapieerfolg eine Resistenz auf ein breites Spektrum an Wirkstoffen entwickeln, wie zum
Beispiel bei Brust- oder Ovarialkarzinomen, spricht man von erworbener MDR. Tumoren von
Geweben mit physiologisch hoher P-Gp-Expression, also Karzinome des Kolon, der Niere,

Bauchspeicheldriise, Leber und Nebenniere, zeigen eine hohe P-Gp-Aktivitit und zeichnen sich
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intrinsisch durch ein schlechtes Ansprechen auf Chemotherapeutika aus (19). Andererseits lie3
sich ABCBI1 auch in solchen Tumoren nachweisen, deren gesundes Gewebe kein oder wenig
ABCBI1 exprimiert, was den Verdacht nahe legt, dass die maligne Transformation dieser
Gewebe die ABCBI1-Expression initiiert (3). Im direkten Vergleich von primédren Karzinomen
mit Rezidiverkrankungen konnte nach Chemotherapie bei Brustkrebs, akuter myeloischer
Leukidmie (AML) und einigen Lymphomen ein Anstieg der Menge an ABCB1-mRNA in diesen
Geweben nachgewiesen werden (31). Bei Patienten mit AML lasst sich P-Gp in 1/3 der Fille bei
Diagnosestellung und bei 50% der Patienten mit erstem Rezidiv nachweisen (32). Wie es zu
dieser Erhohung der P-Gp-Prisenz kommt, ob durch Induktion der Proteinsynthese, durch
Selektion von Tumorzellen mit intrinsisch hoher P-Gp-Aktivitdt oder durch einen anderen

Mechanismus, wird derzeit intensiv erforscht (33).

1.5. ABCB1-Polymorphismen

Im ABCBI1-Gen kennt man eine Reihe genetischer Polymorphismen. Von genetischem
Polymorphismus spricht man, wenn es in einer Population bei mehr als 1% der Merkmalstriager
fiir ein Gen mehrere Allele gibt, die sich am selben Genlokus zweier homologer Chromosomen
befinden. Mutationen mit einer Haufigkeit von weniger als 1% in der Bevolkerung nennt man
seltene genetische Variationen. Genetische Polymorphismen konnen durch Punktmutationen
(sogenannte SNP, ,single nucleotide polymorphisms®), Deletionen oder Insertionen sowie
Duplikation einzelner Nukleotide oder groerer Genabschnitte entstehen. Diese Abweichungen
vom Wildtyp konnen in Intron- und Exon-Regionen eines Gens bzw. in kodierenden und
nichtkodierenden Abschnitten der DNA auftreten, so dass daraus eine Anderung der
Proteinsequenz resultieren kann. Dies fiihrt unter Umstinden zur Ausprigung eines veridnderten
Phinotyps. Polymorphismen konnen erhebliche Haufigkeitsunterschiede innerhalb einer
Population und in verschiedenen ethnischen Gruppen aufweisen. Bei den meisten
Polymorphismen handelt es sich um einen einzelnen Basenaustausch (SNP). Man schitzt, dass
innerhalb einer DNA-Sequenz im Durchschnitt im Abstand von 1000 Basenpaaren ein SNP
vorkommt.

Bei der ersten systematischen Untersuchung des menschlichen ABCB1-Gens von Hoffmeyer et
al. im Jahr 2000 wurden 15 verschiedene genetische Polymorphismen gefunden. Davon
befanden sich 7 in Intron-Abschnitten des Gens und 3 an einer Wobble-Position (34), also an der
dritten Position eines Codons, die die Aminosdurekodierung in diesen Fillen nicht dndert. In

einer Studie von Cascorbi et al. wurde die Haufigkeitsverteilung bekannter ABCBI-
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Polymorphismen in einer Population von 461 Probanden deutschen Ursprungs untersucht. Es
stellte sich heraus, dass sich die 3 héufigsten Polymorphismen in den Exons 12 (C1236T), 21
(G2677T/A) und 26 (C3435T) befanden. Wihrend die genannten Polymorphismen in den Exons
12 und 26 stumme Mutationen darstellen, bewirkt die Anderung der Gensequenz im Exon 21 an
cDNA-Position 2677 eine Anderung der Proteinsequenz: An Position 893 wird anstelle von
Alanin Serin bzw. Threonin eingebaut (35). Die Zahl der bekannten Mutationen im
menschlichen ABCB1-Gen beléuft sich inzwischen auf iiber 100 (36).

Polymorphismen treten in verschiedenen Populationen unterschiedlich hiufig auf. Im Falle des
Polymorphismus im Exon 26 hat sich herausgestellt, dass Afrikaner eine signifikant hohere
Wildtyp-Allelfrequenz (> 74%) haben als Kaukasier und Asiaten (20); eine sehr hohe Anzahl
von Menschen schwarzer Hautfarbe sind deshalb Triager zweier Wildtypallele (Afrikaner 83%,
schwarze Amerikaner 61%, Kaukasier 26% (37)). Zwischen den Polymorphismen CI1236T,
G2677T/A und C3435T besteht ein starkes Kopplungsgleichgewicht (20). Das bedeutet, dass die
Allele der drei Loci nicht zufillig, sondern gekoppelt weitervererbt werden. Die Kombination
zweier oder mehrerer Allele verschiedener Loci auf einem Gen bezeichnet man als Haplotyp.
Bei ABCBI1 sind iiber 90% der Triger des Wildtyps im Exon 26 C3435C gleichzeitig Triger des
Wildtyps im Exon 21 G2677G (38).

1.5.1. Bedeutung verschiedener Polymorphismen im ABCB1-Gen

Variationen in der DNA-Sequenz eines Gens konnen - je nach Art und Ausprigung -
Auswirkungen auf die Genexpression bzw. auf das Genprodukt haben. Sie konnen aber auch
folgenlos bleiben, in diesen Fillen spricht man von stillen oder stummen Mutationen. Welche
funktionelle Bedeutung die hédufigen unter den ABCB1-Polymorphismen haben, ist Gegenstand
zahlreicher Studien. Dabei beschiftigen sich die meisten Untersuchungen mit den
Polymorphismen C3435T in Exon 26 und G2677T/A in Exon 21.

Zum Zeitpunkt der Vergabe dieser Arbeit gab es noch keinen Anhalt dafiir, dass sich der
Polymorphismus G2677T/A und die damit einhergehende Variation der Aminosidurensequenz
auf die Expression bzw. Funktion von P-Gp auswirkt. Fiir die stumme Mutation im Exon 26
C3435T wurde 2001 am Institut fiir Klinische Pharmakologie der Charité, CCM gezeigt, dass sie
einen signifikanten EinfluB} auf die ABCB1-mRNA-Expression in duodenalen Enterozyten hat.
Bei Trigern der homozygoten Mutation T/T wurden im Vergleich zu Trigern des Wildtyps C/C
nur etwa halb so viele ABCB1-Kopien gefunden. AuBerdem wurden bei diesen Personen nach

oraler Gabe von Digoxin hohere Spiegel im Plasma gemessen, was ein Hinweis auf eine
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niedrigere P-Gp-Aktivitit ist (34). Diese Ergebnisse waren fiir uns der Anlal3, den Einfluf} der
beiden hidufigen und teilweise aneinander gekoppelten ABCBI1-Polymorphismen C3435T und
G2677T/A auf die Expression von P-Gp in menschlichen Lymphozyten zu untersuchen. Tabelle
2 zeigte eine Auswahl bekannter SNP im ABCBI1-Gen und ihre Auswirkung auf die

Aminosduresequenz.
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Tabelle 2: Single nucleotide polymorphisms (SNP) im ABCB1-Gen (Auswahl) (20)

Exon
Nummer

2
2
2
3
4
4
5
7
8
8
8
1

1
12
12
13
14
14
14
15
15
15
16
16
20
21
21
21
21
21
21
21
24
24
24
25
26
26
26
26
26
28
28
28

mRNA-Position

43
49
61
131
240
267
307
548
729
738
782
1199
1236
1308
1474
1617
1662
1696
1777
1794
1795
1985
2005
2401
2485
2505
2506
2587
2650
2677
2677
2956
2995
3084
3151
3320
3322
3396
3421
3435
3747
3751
3767

Wildtyp-Allel

oo 000> 00> >0 00000a0a00r002»Q»>=a=0»»4>

16

mutiertes Allel

> QHHd > 0000000000099 >0"93903>02>» Q000070000

Aminosdure

Asn
Phe
Asn
Asn
Ala
Met
Phe
Asn
Glu
Ala
Ile
Ser
Gly
Thr
Arg
Ile
Leu
GLy
Arg
Ile
Aa
Leu
Arg
Val
Ile
Val
Ile
Ile
Leu
Ala
Ala
Met
Ala
Pro
Pro
GIn
Trp
Ala
Ser
Ile
Gly
Val
Thr

verdnderte
Aminosiure

Asp
Leu
Asp
Ser
Gly
Thr
Leu
Ser
Glu
Ala
Val
Asn
Gly
Thr
Cys
Ile

Leu
Lys
Cys
Ile

Thr
Arg
Cys
Met
Val
Val
Val
Met
Leu
Ser
Thr
Val
Thr
Pro
Ala
Pro
Arg
Ala
Thr
Ile

Gly
Ile

Lys



2. Fragestellung

Dem Fremdstofftransporter P-Gp wird eine bedeutende Rolle bei der Entstehung der Multiplen
Wirkstoffresistenz (MDR) in der Chemotherapie von Krebserkrankungen zugeschrieben.
AuBerdem ist P-Gp von zentraler Bedeutung fiir die Pharmakokinetik einiger wichtiger
Arzneimittel, darunter auch von antiretroviralen Substanzen. Die Expression von P-Gp ist
gewebeabhingig und interindividuell unterschiedlich. Die Aktivitit von P-Gp bei einem
Patienten kann iiber den Erfolg einer Arzneimitteltherapie entscheiden. Der Transporter wird
beim Menschen vom ABCBI1-Gen kodiert. Das Gen ist hoch polymorph. Es wird diskutiert, ob
bestimmte hédufige Polymorphismen die Expression von P-Gp beeinflussen und damit zur
interindividuellen Variabilitit der Transporteraktivitit beitragen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde untersucht, ob die Polymorphismen G2677T/A und C3435T mit
der Hohe der P-Gp-Expression in Zusammenhang stehen. Dies erfolgte durch Quantifizierung
der ABCBI1-mRNA-Menge in vier Zelllinien der peripheren lymphatischen Blutreihe.
Lymphozyten wurden gewdhlt, weil sie nachweisbar P-Gp exprimieren und weil die P-Gp-
Aktivitdat in Lymphozyten sowohl fiir die Chemotherapie als auch fiir die Behandlung der HIV-

Infektion kritisch sein kann.

Zielsetzung dieser Arbeit ist die Beantwortung folgender Fragen:

1) Wird ABCBI1 in den von uns untersuchten 4 Lymphozytensubpopulationen verschieden stark
exprimiert?

2) Haben die beiden hiufigen genetischen Polymorphismen G2677T/A und C3435T auf dem
ABCB1-Gen Auswirkung auf die Expression des Medikamententransporters in den untersuchten
Zelllinen?

3) Existiert neben dem klassischen P-Glykoprotein mit einem Molekulargewicht von 170 kDa

ein kleinerer Medikamententransporter (Mini-P-Gp), wie in der Literatur beschrieben?
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3. Materialien und Methoden

3.1. Materialien

Verwendete Puffer

Puffer Zusammensetzung Hersteller

PBS Dulbecco’s Phosphatpuffer Invitrogen

Fluoreszierende Farbstoffe

Name Typ Hersteller

CD19 PerCP-Cy5.5 Becton Dickinson

CD 8 APC Antikorper-konjugierter Becton Dickinson

