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1 Einleitung 

1.1 Epidemiologie 

Tumoren des Kopf-Hals-Bereichs bilden eine heterogene Gruppe der malignen 

Neubildungen. Neben Plattenepithelkarzinomen (head and neck squamous cell carcinoma 

- HNSCC), die mit etwa 90 % die häufigsten Vertreter dieser Gruppe sind, gehören zu ihnen 

auch Adenokarzinome und Sarkome. Mit deutlich über 850.000 jährlichen 

Neuerkrankungen von Tumoren des Kopf-Hals-Bereichs ist das HNSCC weltweit die 

sechsthäufigste maligne Neoplasie. Allerdings variiert die Inzidenz nach Geschlecht und 

Region sehr stark.[1] Im weltweiten Durchschnitt erkranken Männer etwa doppelt so häufig 

wie Frauen.[2, 3]  

In Deutschland stellt das HNSCC die siebthäufigste Tumorentität bei Männern dar, wobei es 

im Vergleich bei Frauen an der 15. Stelle steht.[4] Während bei Männern in den letzten Jah-

ren eine rückläufige Tendenz zu verzeichnen war, blieb die Rate der Neuerkrankungen bei 

Frauen konstant.[5] Männer erkrankten dabei nicht nur häufiger, sondern auch früher. So 

liegt das durchschnittliche Alter zum Zeitpunkt der Diagnose bei Männer bei 62 Jahre und 

bei Frauen bei 64 Jahre.[4] Dazu lag die relative 5-Jahres-Überlebensrate des Mundhöh-

lenkarzinoms mit 61 % bei deutschen Frauen deutlich höher als bei deutschen Männern mit 

48 %.[6] Weltweit war in den letzten Jahrzehnten eine Zunahme der Fallzahlen zu verzeich-

nen.[7] Amerikanische Studien zeigten dabei, dass vor allem die Inzidenz unter jungen Pati-

enten deutlich zunahm.[8, 9] Machten im Zeitraum 1982–1986 die Altersgruppe zwischen 45-

54 Jahre nur 16 % dieser Tumoren aus, waren es zwischen 2002–2006 bereits 25 %.[10]  

Plattenepithelkarzinome können im gesamten oberen Aerodigestivtrakt auftreten. Neben 

Lokalisationen wie Lippen, Nasopharynx bis Hypopharynx sowie Sinus paranasales sind vor 

allem Larynx und Mundhöhle von diesen Neoplasien betroffen.[3] Zudem konnte in den letz-

ten Jahren eine signifikante Zunahme von Karzinomen im Oropharynx verzeichnet werden. 

Insbesondere war ein deutlicher Anstieg von Zungen- und Tonsillenkarzinomen bei jungen 
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Patienten zwischen 20 und 45 Jahren zu erkennen. In dieser Altersgruppe kamen die an-

sonsten selteneren Zungen- und Tonsillenkarzinome auf ähnlich hohe Fallzahlen wie Tumo-

ren in Larynx, Mundhöhle und Pharynx. Letztere hatten in den letzten Jahrzehnten deutlich 

abgenommen.[11]  

 

1.2 Therapie 

Die Therapieplanung erfolgt interdisziplinär im Rahmen eines Tumorboards. Wenn möglich, 

wird dabei der kurative Therapieansatz des oralen Plattenepithelkarzinoms verfolgt. Dieser 

kann aus einem alleinigen operativen Vorgehen oder einer Kombination mit adjuvanter 

oder neoadjuvanter Strahlentherapie oder Radiochemotherapie bestehen. Im palliativen 

Setting ist die Durchführung einer alleinigen Radio- oder Chemotherapie wie auch die Kom-

bination der beiden Therapieformen möglich.[12] Im Weiteren wird auf die medikamentöse 

Tumortherapie und die Strahlentherapie genauer eingegangen. 

 

1.2.1 Radiatio 

Die alleinige Bestrahlung ist zur kurativen Therapie des oralen Plattenepithelkarzinoms un-

geeignet. Während sie bei kleineren Tumoren (T1 und T2) zu einer höheren Komplikations-

rate führt,[13] haben größeren Tumoren (T3 und T4) im Vergleich zur chirurgischen Exzision 

deutlich höhere Rezidivraten.[14] Allerdings zeigt eine kombinierte Therapie aus chirurgi-

schem und strahlentherapeutischem Ansatz signifikante Vorteile in der Tumorkontrolle bei 

Karzinomen mit hohen Tumorstadien.[13] Die Strahlentherapie kann dabei adjuvant zur lo-

kalen Dezimierung potenziell verbliebenen Tumorzellen eingesetzt werden oder neoad-

juvant, um den Tumor im Vorfeld zu verkleinern.[12]  

Die Gesamtdosis der Bestrahlung beträgt zwischen 60 und 70 Gy bei einer Bestrahlungs-

dauer von 6 Wochen.[15] Unterbrechungen der Bestrahlungszyklen beeinflussen das post-

therapeutische Outcome negativ.[14, 16]  
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Durch die Kombination mit Chemotherapeutika können Patienten mit hohem Rezidivrisiko 

zusätzlich profitieren.[17, 18] 

 

1.2.2 Medikamentöse Tumortherapie 

Die medikamentöse Tumortherapie ist neben den operativen Eingriffen und der Bestrah-

lung der HNSCC eine weitere Möglichkeit zur Behandlung dieser Tumoren. Die medikamen-

töse Therapie hat dabei im Vergleich zu den anderen Therapieansätzen einen systemischen 

Behandlungsansatz. Ihr lassen sich die Therapie mit Zytostatika, die zielgerichteten Thera-

pie und die Immuncheckpoint-Inhibitoren zuordnen.[19, 20] 

Die adjuvante Erstlinientherapie stellt dabei eine Kombinationstherapie aus Zytostatika und 

Bestrahlung dar. Im Vergleich zur lokalen Therapie der HNSCC zeigt die zusätzliche Gabe 

von Chemotherapeutika eine signifikante Verbesserung der 5-Jahres-Überlebensrate.[21, 22] 

Das beste Outcome wird mit Cisplatin und anderen Platinverbindungen erreicht,[23, 24] wobei 

platinbasierte Polychemotherapien keinen prinzipiellen Vorteil gegenüber einer Monothe-

rapie haben. Bei der Therapie zeigt Cisplatin dosisabhängig zytostatische bis zytotoxische 

Effekte auf die Tumorzellen.[25] Auch das Pyrimidinanalogon 5-Fluoruracil (5-FU) erbringt 

ähnliche Erfolge bei der Behandlung.[26, 27] Allerdings führt dabei die geringe Selektivität der 

Zytostatika zu Problemen. So ist der limitierende Faktor der Therapie die Sensitivität der 

sich physiologisch schnell teilenden Gewebe, wie der Zellen des Knochenmarks.[19, 20] 

Indikatoren für die Anwendung einer adjuvanten Radiochemotherapie beim oralen Plat-

tenepithelkarzinom sind neben fortgeschrittenen Tumorstadien (T3 – T4), positive oder un-

klare Schnittränder, Invasion der Perineuralscheide oder der Gefäße sowie Anzahl und 

Größe von Metastasen.[13, 28, 29] Durch die Entwicklung von Zytostatikaresistenzen trotz an-

fänglicher Sensitivität gegenüber einem Chemotherapeutikum, ist die Therapie mit diesen 

Medikamenten nur begrenzt möglich. Aus diesem Grund wird die alleinige Therapie der 

HNSCC mit Zytostatika nur zur palliativen Behandlung eingesetzt. Bei kurativem Ansatz 

kommt die kombinierte adjuvante oder neoadjuvante Radiochemotherapie zum Einsatz.[12] 
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Daneben wurden in den letzten Jahren auf dem Gebiet der Immuntherapie mit Pro-

grammed cell death protein 1 (PD-1)-Inhibitoren wie Nivolumab und Pembrolizumab sowie 

der zielgerichteten Therapie mit Cetuximab Erfolge erzielt. Diese Therapeutika finden An-

wendung in der Zweitlinie.[30, 31] PD-1 ist ein Oberflächenprotein der T-Zellen und vermittelt 

durch den Kontakt mit Programmed death ligand 1 (PD-L1) eine Immunsuppression. Diesen 

Mechanismus machen sich einige Tumore zunutze und exprimieren PD-L1 auf ihrer Ober-

fläche. Durch den Einsatz von PD-1-Inhibitoren wird eine Bindung von PD-L1 an PD-1 ver-

hindert und damit die Immunsuppression blockiert. Die aktivierten T-Zellen ermöglichen 

eine erneute Erkennung sowie die Elimination der Tumorzellen.[32, 33] Zielgerichtete Thera-

peutika hingegen hemmen spezifische Zellproteine, die von Tumoren überexprimiert wer-

den. Zu diesen Therapeutika gehört auch der monoklonale Antikörper Cetuximab. Cetuxi-

mab bindet an den epidermal-growth-factor-receptor (EGFR), der in Tumoren wie dem 

HNSCC überexprimiert vorkommt, und hat dadurch eine antiproliferative und zytotoxische 

Wirkung auf Tumorzellen.[34] 

Nivolumab und Pembrolizumab zeigten beim rekurrenten oder metastasierten HNSCC eine 

Verbesserung des Gesamtüberlebens verglichen mit Standardchemotherapeutika in den 

Studien CheckMate 141[35] (single-agent Therapie mit Methotrexat, Docetaxel oder Cetuxi-

mab) und KEYNOTE-048[36] (Cetuximab mit Cisplatin/Carboplatin und 5-FU). Das Anspre-

chen der beiden Immuncheckpoint-Inhibitoren war besonders effektiv bei Tumoren die PD-

L1 exprimierten. Bei einer Monotherapie mit Nivolumab und Pembrolizumab traten dabei 

im Vergleich zur Standardtherapie weniger unerwünschte Ereignisse auf.[35, 36] 

Insgesamt steht die Therapie von HNSCC auf den drei Säulen operative Resektion, Radiatio 

und medikamentöse Verfahren. Gerade der Einsatz der Chemotherapeutika ist stark von 

Charakteristika der Tumorzellen, wie dem Transportstatus, abhängig. Darauf soll im Folgen-

den eingegangen werden. 
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1.3 ABC-Transporter 

1.3.1 Grundlagen der ABC-Transporter 

Tumorzellen haben verschiedene Möglichkeiten, Resistenzen gegenüber Zytostatika zu ent-

wickeln. Neben einer erhöhten Reparaturrate der DNA und der Bildung von Tumorstamm-

zellen stellt das Ausschleusen der zelltoxischen Zytostatika durch ABC-Transporter (ATP-bin-

ding cassette) eine der am häufigsten diskutierten Wege der Tumorresistenzbildung dar.[37, 

38] 

Diese Resistenzen können bereits vor Kontakt mit einem Medikament, also intrinsisch, oder 

im Verlauf der Therapie auftreten.[39] Dabei richten sich die Resistenzmechanismen meist 

nicht nur gegen ein Therapeutikum, sondern gegen verschiedene Gruppen. Aus diesem 

Grund werden diese Resistenzen als Multidrug-Resistance (MDR) bezeichnet.[40] 

ABC-Transporter sind Proteine, die unter Verbrauch von Energie in Form von ATP Substrate 

durch die Zellmembran transportieren können. ABC-Transporter gehören zu einer der größ-

ten Superfamilien der membranständigen Proteine. Sie spielen, neben der Entstehung von 

Resistenzen, im ganzen Körper eine wichtige Rolle, beispielsweise bei Stoffwechselprozes-

sen durch die Aufrechterhaltung von chemischen und elektrischen Konzentrationsgradien-

ten oder dem Export von lipophilen Substraten. Das Spektrum der Substrate umfasst dabei 

nahezu jede Substanzklasse.[41, 42] Derzeit sind 49 humane ABC-Transporter bekannt, deren 

individuelle Funktionen jedoch noch nicht vollständig erfasst sind.[43, 44] Während in Eukary-

oten ABC-Transporter lediglich als Exporter dienen, ist die zusätzliche Funktion als Importer 

nach heutigem Kenntnisstand auf Prokaryoten beschränkt.[45] 

Der Zusammenhang von Multidrug-Resistance und ABC-Transportern wurde erstmals 1976 

von R. L. Juliano und V. Ling an mutierten Zellen der Ovarien chinesischer Goldhamster fest-

gestellt.[46] Sie entdeckten ein membranständiges Protein, das sie als P-Glykoprotein (P-gp) 

bezeichneten. Dieses Protein entspricht dem Transporter ABCB1.[47] Inzwischen wurden 

weitere ABC-Transporter identifiziert, die zu Multidrug-Resistance führen können.[38, 48, 49] 
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1.3.2 Struktur und Mechanismus der ABC-Transporter 

Die ABC-Transporter werden entsprechend ihrer Übereinstimmungen in der Gensequenz 

und der Anordnung ihrer Domänen in sieben Subfamilien unterteilt.[43] Jeder der Transpor-

ter besteht aus mindestens zwei Transmembrandomänen (TMDs), die sich in der Lipid-

schicht der Zellmembran befinden, und zwei ins Zytoplasma ragenden Nukleotid-binden-

den-Domänen, die auch ATP (nucleotide) binding cassettes genannt werden (NBD oder 

ABC).[50] Während die meisten dieser eukaryotischen Transporter aus nur einem Protein 

bestehen,[51] lagern sich einige aus zwei gleichen (Homodimer) oder verschiedenen (Hete-

rodimer) Proteinen zusammen, die von je einem ABC-Gen codiert werden.[52] Abbildung 1 

stellt den schematischen Aufbau dieser Transporter im Modell dar. 

Die NBDs tragen fünf verschiedene Motive: Walker A (P-loop), Walker B, Q-Loop, H-Motiv 

und das ABC-signature-Motiv (LSGGQ). Durch Bindung und Hydrolyse von ATP erreichen sie 

über die Kopplung mit TMDs den Transport eines Substrats.[45, 53-55] Das Zentrum der TMDs 

bildet eine Kammer in der Membran, die als Transportkanal für das Substrat dient. Da die 

membranständigen Domänen im Vergleich zu den NBDs deutlich weniger konserviert  

sind, zeigen die TMDs eine größere Heterogenität, welche sich durch deren verschiedenen 

Längen und die Anzahl ihrer Segmente auszeichnet.[51, 56] 

Jede TMD besitzt zwischen sechs und zehn α-Helices. Durch das Aneinanderlagern der α-

Helices zweier TMDs bildet sich der Transportkanal eines ABC-Transporters. Dieser Kanal ist 

bei Eukaryoten nur von der Seite des Zytoplasmas her zugänglich.[56, 57] Zwischen den Loops 

der TMDs, die die α-Helices miteinander verbinden, befinden sich kleinere Motive, die als 

regulatorische Untereinheiten der Transportfunktion fungieren.[45]  

Bindet ein Substrat eines Transporters in die zentrale Bindungstasche der TMDs auf der in-

neren Membranseite, steigt dadurch, dank einer Konformationsänderung, die Affinität der 

NBDs für ATP an.[58] Schon geringfügige Mutationen der α alpha-Helices können die Affinität 

der Substrate zur Bindungsstelle stark beeinflussen. Als Folge kann es zu Funktionsverlust, 

zu gesteigerter oder verringerter Affinität von Substraten kommen.[59] 
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Abbildung 1: Modelle verschiedener ABC-Transporter Typen 
Die in diesem Schema aus sechs α-Helices (grau und blau) aufgebauten TMDs durchspannen die Lipidmemb-
ran (orange). Auf der zytosolischen Seite der Membran befinden sich die NBDs, die die Walker A, Walker B, 
ABC-signature Motiv, H-Motiv sowie den Q-Loop tragen. (a) Heterodimerer Transporter, der sich aus zwei 
verschiedenen Membranproteinen zusammensetzt (bspw. TAP1 und TAP2). (b) Homodimerer Transporter, 
der aus zwei gleichen Membranproteinen besteht (bspw. ABCG2). (c) Transporter aus einem Protein, die 
TMDs sind über die NBDs miteinander verbunden (bspw. ABCB1). (d) Dreidimensionaler Schnitt durch einen 
ABC-Transporter. Die TMDs bilden einen Kanal für transporterspezifische Substrate. Die schematische Abbil-
dung wurde neu konzipiert auf Grundlage von Jones et al.[50]  
 

Das Walker A-Motiv der NBDs bindet den Adenosinanteil des ATPs. Dabei bilden Lysinreste 

des Motivs Wasserstoffbrückenbindungen mit dem β- und γ-Phosphat des ATPs. Die Koor-

dination der Phosphate in der Bindungstasche wird durch das LSGGQ-Motiv des zweiten 

NBDs über einen Serinrest am γ-Phosphat des ATPs sowie über Mg2+ verursacht. Da diese 

Motive in beiden NBDs vorhanden sind, kommt es durch die Bindung von zwei ATP-Mole-

külen zu einer Dimerisierung der NBDs.[45] 

Das Walker B-Motiv ist zusammen mit dem Q-Loop und H-Motiv in der Lage, das γ-Phosphat 

des ATPs zu stabilisieren und so die Hydrolyse des ATPs durch ein H2O Molekül zu katalysie-

ren.[60] Q-Loop und Verbindungshelices der TMDs sorgen hierbei für die Übertragung der 

strukturellen Änderung von NBDs auf TMDs.[61] Die Dimerisierung der NBDs und die Hydro-

lyse des ATPs führt zur Konformationsänderung der TMDs und die Bindungsstelle mit dem 

  

 

 

a 

TMD1 TMD2 

NBD1 NBD2 

c 

TMD1 TMD2 

NBD1 NBD2 

b 

TMD1 TMD2 

NBD1 NBD2 

d 

TMD 

NBD 
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Substrat wird dem Extrazellulärraum exponiert.[62] Neben der Exposition wird durch das 

Umklappen der TMDs außerdem die Affinität des Substrats zur Bindungstasche verringert, 

wodurch das Diffundieren des Substrats erleichtert und der Efflux sichergestellt wird. Die 

Affinität ist also direkt abhängig von der Konformation des Transporters.[55] Die Abbildung 

2 zeigt ein vereinfachtes Modell dieses Vorgangs. 

Da die Motive der NBDs stark konserviert vorliegen, lassen sich die verschiedenen Trans-

porter und deren Substrate durch ihre variablen Sequenzen der TMDs erklären. Abhängig 

von der Zusammensetzung der Membran-durchspannenden α-Helices binden Substrate mit 

verschiedenen Eigenschaften in die Bindungstasche der Transporter.[63] 

Abbildung 2: Schematische Darstellung des ABC-Transporter-Mechanismus 
Bindung des Substrats in die Bindungstasche der TMDs (a). Dadurch kommt es zur erhöhten Affinität der NBDs 
zu ATP (b). Die Bildung eines Dimers aus den NBDs verursacht eine Konformationsänderung der TMDs (c). Das 
Substrat diffundiert in den Extrazellularraum. Durch die Hydrolyse des ATP kommt es zur Rückführung des 
Transporters in den Ausgangszustand (d). Die schematische Abbildung wurde neu konzipiert auf Grundlage 
von van Veen et al.[62]

   

  

a b 

c d 
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1.3.3 Funktion von ABC-Transportern in Tumoren 

Neben dem Transport vieler anderer Substanzen transportieren ABC-Transporter Zytosta-

tika wie 5-FU und Cisplatin. So wurde eine hohe Korrelation zwischen der Chemoresistenz 

verschiedener Tumorgewebe und der Expression von ABC-Transportern festgestellt. Durch 

den erhöhten Efflux der Medikamente wird dabei die intrazelluläre Konzentration der Sub-

strate gering gehalten. Dabei stehen die meisten Resistenzen im Zusammenhang mit 

ABCB1, der ABCC-Transporterfamilie und ABCG2.[64, 65] 

Die meisten ABC-Transporter mit einer Transportfunktion für Zytostatika sind dazu in der 

Lage, mehrere chemisch nicht verwandte Medikamente aus der Zelle zu schleusen.[66] Durch 

eine erhöhte Expression von ABC-Transporter können viele Tumorgewebe, die zunächst 

sensitiv auf ein Chemotherapeutikum reagieren, Resistenzen gegen dieses und andere The-

rapeutika entwickeln. Aus diesem Grund werden sie auch als Multidrug-Resistance (MDR) 

Transporter bezeichnet.[67] Die Expression dieser Transporter in Tumorzellen hängt einer-

seits von dem ursprünglichen Gewebe ab, andererseits von den angewendeten Chemothe-

rapeutika. Dabei exprimieren Tumorzellen deutlich mehr ABC-Transporter als das gesunde 

Gewebe, aus dem sie hervorgegangen sind.[68]  

So zeigte sich in verschiedenen Studien, dass die ABC-Transporter ABCC2[66, 69, 70] und 

ABCC5[71] das oft verwendete Zytostatikum Cisplatin und seine Derivate aus der Zelle aus-

schleusen können. Weitere Vertreter dieser Transporterfamilie, ABCC1[72], ABCC3[66, 70] und 

ABCC4[66, 70], zeigten in platinresistenten Tumorzellen erhöhte Expressionswerte und wer-

den kontrovers als Transporter für Platinverbindungen diskutiert. Für Metabolite von 5-FU 

werden Resistenzen durch die Transporter ABCC5 und ABCC11 vermittelt.[73-76] Im Gegen-

satz dazu ist ABCB4 in Cisplatin-[77] und 5-FU-resistenten Tumoren sehr schwach expri-

miert[78]. Auch ist eine erhöhte Proliferation verschiedener Tumorgewebe mit Gen-silencing 

von ABCB4 verbunden.[79] 

Weitere ABC-Transporter stehen im Verdacht Cisplatin oder 5-FU zu transportieren. Die Stu-

dienlage dazu ist jedoch sehr umstritten. Zu diesen Transportern gehören Transporter aus 

der ABCA- und ABCB-Familie.[80, 81]  
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Neben diesen Transportern werden von vielen resistenten Tumorzellen auch solche ABC-

Transporter stark exprimiert, die weder eine Transportfunktion für das verwendete Zyto-

statikum noch eines seiner Metabolite besitzen. Obwohl diese Transporter das Medikament 

nicht aus der Zelle entfernen, zeigt sich eine Korrelation zwischen ihrer Expression und 

Chemoresistenz. Stornach et al.[82] zeigten bei Cisplatin-resistenten Ovarialzellkarzinomzel-

len einen deutlichen Anstieg der Expression von TAP1 (ABCB2) , die durch TAP1 siRNA nicht 

resensitivierbar waren. Der TAP-Transporter (transporter associated with antigen proces-

sing) ist ein Heterodimer aus den Halbtransportern TAP1 und TAP2 (ABCB3), dessen eigent-

liche Funktion der Transport von Proteinen ins endoplasmatische Retikulum zur Antigen-

präsentation ist.[83] Auch der Halbtransporter TAP2 wurde mit platinresistenten Tumoren in 

Verbindung gebracht.[84] So fanden Auner et al.[85] neben den Cisplatin-Transportern ABCC1, 

ABCC2 und ABCC3 eine erhöhte Expression von ABCB3 bei rekurrenten Ovarialkarzinomen.  

Auch in Tumoren des Kopf-Hals-Bereichs wurden in Cisplatin-resistenten Zellen stark expri-

mierte ABC-Transporter gefunden, die das Medikament nicht als Substrat transportieren. 

Zungenkarzinome mit einer Überexpression von ABCG2 zeigten sowohl eine vermehrte 

Tendenz zur Migration und Invasivität als auch eine verringerte Sensitivität gegenüber Cis-

platin.[86]  

Zudem wurden die beiden Transporter ABCB1 und ABCG2 als Tumormarker für Tu-

morstammzellen in oralen Plattenepithelkarzinomen identifiziert. Tumorstammzellen be-

sitzen unter anderem eine geringe Sensitivität gegenüber Chemotherapeutika, ein hohes 

Proliferationspotential und die Fähigkeit zur Bildung von Metastasen.[87] Yanamoto et al. 

zeigten, dass Patienten mit rekurrenten Zungentumoren, die zuvor eine platinbasierte ne-

oadjuvante Chemotherapie erhalten hatten, vermehrt Tumorstammzellmarker wie ABCG2 

und CD44v6 exprimierten. Diese Patienten hatten zudem invasivere Karzinome und eine 

schlechtere 5-Jahres-Überlebensrate, als Patienten deren Tumoren diese Proteine nicht ex-

primierten.[88] 

In einer größeren Studie über Resistenzentwicklungen bei HNSCC-Zelllinien von Theile 

et al.[89] zeigten sich bei mit Cisplatin inkubierten Zellen starke Expressionen der 
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ABCC-Transporterfamilie und den Transportern TAP1 und TAP2. Während die Resistenz der 

etablierten Tumorzellen in dieser Studie konstant blieb, zeigte sich eine Abnahme der Ex-

pression von ABC-Transportern mit der Dauer der Inkubation. In Tabelle 1 sind die hier an-

geführten ABC-Transporter aufgelistet. Die Tabelle umfasst weitere Zytostatika und Tumor-

gewebe. 

 

Tabelle 1: Auswahl von ABC-Transportern mit Bezug zu MDR in Tumoren 

ABC-Transporter MDR Tumorgewebe Ref. 

ABCB1 Doxorubicin, Paclit-
axel, Methotrexat, Vin-
caalkaloide 

Colon, Niere, Leber, 
Mamma 

[48, 66, 67, 70] 

ABCB2/TAP1 Cisplatin, Doxorubicin Ovar, HNSCC [66, 89] 

ABCB3/TAP2 Cisplatin, Doxorubicin Ovar, HNSCC [85, 89] 

ABCB4 Paclitaxel, Vincaalkalo-
ide;  

Cisplatin und 5-FU 
(schwach exprimiert) 

Leber; 

 

Ovar und kolorektales CA 
(schwach exprimiert) 

[48, 66, 77, 78] 

ABCB11 Paclitaxel Leber [48, 67] 

ABCC1 Paclitaxel, Vincaalkalo-
ide, Cisplatin 

Ovarialzellen, NSLC, Öso-
phagus 

[67, 72, 85] 

ABCC2 Cisplatin, Methotrexat, 
Vincaalkaloide 

Ovar, Lunge, Pankreas, Le-
ber 

[66, 70, 85] 

ABCC3 Cisplatin Ovar, Lunge, Pankreas, GIT [66, 67, 70, 85] 

ABCC4 Cisplatin, Methotrexat, 
Vincaalkaloide 

Ovar, Lunge, Prostata, Pan-
kreas 

[48, 66] 

ABCC5 Cisplatin, Methotrexat, 
5-FU, Doxorubicin 

NSCLC, Mamma, GIT [70, 71, 74-76] 

ABCG2 Cisplatin, Doxorubicin, 
Topotecan 

Mamma, Leber, GIT, 
HNSCC 

[89] 
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1.4 Ziele der Arbeit 

Trotz der verschiedenen Therapieansätze liegt die 5-Jahres-Überlebensrate des HNSCC bei 

nur knapp über 50 %. So zeigt auch die Therapie mit Chemotherapeutika durch Bildung von 

Resistenzen zeitlich begrenzte Effekte. Einer der Hauptfaktoren für die Entwicklung von 

Chemoresistenzen stellt dabei die Überexpression von ABC-Transportern dar, die als An-

griffspunkt für eine effektivere Behandlung genutzt werden könnten. Für einen chemothe-

rapeutischen Behandlungserfolg sind daher im Allgemeinen Kenntnisse über spezifische 

Mechanismen und Vorgänge der Resistenzbildung nötig. 

Das Ziel dieser Arbeit war die in vitro Untersuchung der Resistenzbildung von Zellen des 

Mundhöhlenkarzinoms und der Rolle, die die ABC-Transporter dabei spielen. Aus diesem 

Grund sollten in dieser Arbeit an den fünf Zelllinien des HNSCC folgende Fragen geklärt wer-

den: 

1. Besteht ein Zusammenhang zwischen der Resistenzentwicklung der Tumorzelllinien 

und der verwendeten Cisplatindosis oder der Länge der Inkubationszeit? 

Die Studie soll die Veränderung der Viabilität durch eine Inkubation mit Cisplatin erfassen. 

 

2. Besteht ein Zusammenhang zwischen der Resistenz der einzelnen Tumorzelllinien und 

der Expressionsstärke der 12 ausgewählten ABC-Transporter?[48] 

Ebenfalls soll untersucht werden, ob ABC-Transporter mit bekannter MDR-Funktion zu der 

Resistenz gegenüber Cisplatin beitragen. 

 

3. Wie verändert sich die Expressionsstärke der ABC-Transporter nach längerer Inkuba-

tion mit Cisplatin, wenn dem Medium kein Cisplatin mehr zugesetzt wird? 

Dabei soll geprüft werden, ob die Veränderung der Expression nach Ende der Inkubation 

reversibel ist, oder ob diese Veränderung anhält. 
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2 Material und Methoden 

2.1 Material 

2.1.1 Zelllinien 

In Tabelle 2 sind die adhärente Zellkulturen der fünf verschiedenen Plattenepithelkarzino-

men aus dem Kopf-Hals-Bereich aufgeführt, die für die Experimente verwendet wurden.[90, 

91]. 

Tabelle 2: Tabellarische Auflistung der verwendeten Zelllinien 

Zelllinie Entnahmestelle 
Geschlecht des 
Patienten 

TNM Grading 

PCI-1 Rezidiv eines Larynxkarzinoms männlich pT2N0M0 G2 

PCI-9 
Primärkarzinom vom Zungenbo-
den 

männlich pT4N3M0 G2 

PCI-13 
Primärkarzinom vom Trigonum 
retromolare 

männlich pT4pN1M0 G3 

PCI-52 
Primärkarzinom der Plica aryepi-
glottica 

männlich pT1N2M0 G2 

PCI-68 Primärkarzinom der Zunge männlich pT4N0M0 G1 
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2.1.2 Primer Assays 

Die in Tabelle 3 aufgelisteten Primer (Qiagen GmbH, Hilden, Germany) wurden für die Amp-

lifikation im Rahmen der PCR verwendet. 

Tabelle 3: Tabellarische Auflistung der verwendeten Primer 

Gen Gene ID Assay Name Kat. Nr. 

ABCG2 9429 Hs_ABCG2_1_SG QT00073206 

ABCC5 10057 Hs_ABCC5_1_SG QT00049959 

ABCC4 10257 Hs_ABCC4_1_SG QT00077266 

ABCC3 8714 Hs_ABCC3_1_SG QT00070602 

ABCC2 1244 Hs_ABCC2_1_SG QT00056294 

ABCC1 4363 Hs_ABCC1_1_SG QT00061159 

ABCB11 8647 Hs_ABCB11_1_SG QT00035049 

ABCB4 5244 Hs_ABCB4_1_SG QT00043673 

TAP2/ABCB3 6891 Hs_TAP2_1_SG QT00199710 

TAP1/ABCB2 6890 Hs_TAP1_1_SG QT00057288 

ABCB1 5243 Hs_ABCB1_1_SG QT00081928 

ABCA2 20 Hs_ABCA2_1_SG QT00220206 

ACTB 60 Hs_ACTB_2_SG QT01680476 
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2.1.3 Medien, Chemikalien und Zusätze 

In Tabelle 4 sind die weiteren Medien, Chemikalien und Zusätze aufgelistet, die in der vor-

liegenden Arbeit verwendet wurden. 

Tabelle 4: Tabellarische Auflistung der verwendeten Medien, Chemikalien und Zusätze 

Medium/Zusatz Kat.Nr. Hersteller 

Dulbecco's Modified Eagle Medium 

(DMEM LOW) 

31885-023 Life technologies 

Dulbecco's Phosphate Buffered Saline 

(DPBS) 

14190-094 Life technologies 

Fetal Bovine Serum (FBS) 10270-106 Life technologies 

L-Glutamin (200 mM) K0282 Biochrom AG  

Pen Strep (10 Einheiten/µl Penicillin & 

10 µg/µl Streptomycin) 

15140-122 Life technologies 

Trypsin/EDTA (0,5 %/0,2 %) L2153 Biochrom AG  

Cisplatin (1 mg/ml) PZN: 00370955 Accord  

Ethanol (99,8 %) 16368 Sigma Aldrich  

Kristallviolett T123.1 Carl Roth GmbH  

Methanol (99,8 %) 34860 Sigma Aldrich  

QuantiTect Reverse Transcription Kit 205313 QIAGEN  

QuantiTect SYBR Green PCR Kit  204145 QIAGEN  

RNAeasy Kit (250) 74106 QIAGEN  
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2.1.4 Materialien und Instrumente 

Die Tabelle 5 listet die Materialien und Instrumente dieser Arbeit auf. 

Tabelle 5: Tabellarische Auflistung der verwendeten Materialien und Instrumente 

Instrument Kat.Nr. Hersteller 

6-Well-Platte  

Cell Culture Treated Multidishes 

140675 Thermo Scientific Nunc™  

96-Well-Platte 

MicroWell™ Plates 

167008 Thermo Scientific Nunc™  

Absaugsystem - AA 04 981323001 DITABIS 

Einkanalpipette  

Eppendorf Research® plus 0.5 - 10 µL 

3120000020 Eppendorf AG 

Einkanalpipette 

Eppendorf Research® plus 10 - 100 µL 

3120000046 Eppendorf AG 

Einkanalpipette 

Eppendorf Research® plus 20 - 200 µL  

3120000054 Eppendorf AG 

Einkanalpipette  

Eppendorf Research® plus 100 - 1000 µL 

3120000062 Eppendorf AG 

Einwegspritzen (2 ml) PZN: 3626800 BD DISCARDIT II  

Elektrische Pipette 

accu-jet® pro Pipettierhelfer 

26300 BRAND  

Inkubator - Heracell™ 51021200 Thermo Scientific  

Kanülen (25 G 0,5x25 mm) PZN: 3086982 BD MICROLANCE  

Mehrkanalpipette, 8-Kanal 

Eppendorf Research® plus 10 - 100 µl 

3122000035 Eppendorf AG 

Mehrkanalpipette, 8-Kanal 

Eppendorf Research® plus 30 - 300 µl 

3122000051 Eppendorf AG 

PCR-Cycler  1855196 BIO RAD  
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CFX96™ optical reaction module 

PCR-Platten 

Multiplate™ 96-Well Unskirted PCR 

Plates, Low-Profile 

MLL9601 BIO RAD 

Pipettenspitzen 

Eppendorf Quality™, 0,1 – 10 µL 

0030000811 Eppendorf AG 

Pipettenspitzen 

Eppendorf Quality™, 20 – 300 µL 

0030000897 Eppendorf AG 

Pipettenspitzen 

Eppendorf Quality™, 50 – 1,000 µL 

0030000919 Eppendorf AG 

Plate Reader - Infinite® F50  Tecan  

Reaktionsgefäße (Eppis) 

Safe-Lock Tubes, 1,5 mL 

0030120086 Eppendorf 

Schutzfolie für PCR-Platten MSB1001 BIO RAD 

Sicherheitswerkbank Klasse II 51026640 Thermo Scientific  

Spectrophotometer - NanoDrop 2000c ND-2000C Thermo Scientific 

Thermo Shaker - TS-100 BS-010120-AAI BIOSAN 

Wasserbad GFL1083 1083 GFL GmbH 

Zellkulturflaschen 

Nunc EasYFlask 75cm² 

156499 Thermo Scientific Nunc™  

Zellschaber 90020 SPL life science 

Zellzähler - Casy TT 2501126A OMNI Life Science 

Zentrifuge Typ 320R   Eppendorf AG 

Zentrifuge Typ 5415R  Eppendorf AG 
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2.2 Methoden 

Alle Arbeiten mit den Zellkulturen, für die sterile Bedingungen herrschen mussten (wie das 

Aussäen, Splitten oder Inkubieren), wurden unter einer Sicherheitswerkbank der Firma 

Thermo Scientific durchgeführt. 

 

2.2.1 Kultivierung der Zellen 

Die Zellen wurden alle mit dem Medium DMEM LOW, dem 10 % FBS, 1 % Pen/Strep sowie 

2 mmol/l Glutamin zugefügt wurde, kultiviert (das Medium wird im Folgenden als DMEM 

LOW bezeichnet). 

Das Splitten erfolgte bei den unbehandelten Zellen je nach Zelldichte der Suspension im 

Verhältnis zwischen 1:2 und 1:10. Dabei wurden die Zellen zunächst mit 10 ml PBS LOW 

gespült und anschließend nach dem Absaugen des PBS mit 3 ml Trypsin/EDTA inkubiert. Die 

Inkubation erfolgte bis zur vollständigen Ablösung im Brutschrank bei 37 °C und 5 Vol.-% 

CO2. Nach dem Ablösen der Zellen wurde zu dem Trypsin 7 ml DMEM LOW gegeben und 

der Inhalt der Zellkulturflasche mit einer Pipette zu einer homogenen Suspension vermischt. 

Zu dem Zellkulturgemisch in der Zellkulturflasche wurden je 25 ml DMEM LOW gegeben. 

Mit dem Überschuss wurden 10 µl Zellsuspension auf 10 ml Isoton pipettiert und mit dem 

Zellzähler CASEY die Zellzahl bestimmt.  

 

2.2.2 Inkubation mit verschiedenen Cisplatinkonzentrationen 

Aus Vorexperimenten hatte die Arbeitsgruppe durch Interpolation die inhibitorischen Kon-

zentrationen (inhibitory concentration – IC) Cisplatins bestimmt, für die bei der jeweiligen 

Zelllinie 5 % (IC5) beziehungsweise 20 % (IC20) der adhärenten Tumorzellen durch Zelltod 

untergehen.  
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Dem DMEM LOW der fünf verwendeten HNSCC-Zelllinien wurde in verschiedenen Ansätzen 

die IC5 beziehungsweise die IC20 von Cisplatin zugegeben und über 24 Stunden, 48 Stunden 

oder vier Wochen inkubiert.  

2.2.3 Zytotoxizitäts-Assay 

Pro Well der für die Zytotoxizitäts-Assay verwendeten 96-Well-Platten wurden 100 µl einer 

Zellsuspension mit je 10.000 Zellen pipettiert (Pipettierschema in Abbildung 3).  

Die Platten wurden 24 h im Brutschrank inkubiert und das Medium anschließend abgesaugt 

um eine log 2-Verdünnungsreihe ausgehend von 200 µM Cisplatin anzulegen. 

Abbildung 3: Schema der Zytotoxizitäts-Assays auf einer 96-Well-Platte 
Die äußeren Wells blieben frei. In Zeile B bis D wurden die vorher präinkubierten Zellen (IC5 oder IC20) pipet-
tiert, in Zeile E bis G die nicht präinkubierte Zellen derselben Zelllinie. Beginnend bei Spalte 2 mit 200 µM bis 
Spalte 9 mit 1,5625 µM (≈1,6 µM) ist hier die verwendete log 2-Verdünnunsreihe mit blauer Umrandung bis 
zur grünen gepunkteten Linie dargestellt. Spalte 10 enthielt kein Zytostatikum. Spalte 11 repräsentierte die 
Totkontrolle mit 1 M Salzsäurelösung. 

 

Die Inkubation der Platten erfolgte über 72 h im Brutschrank. Nach Verwerfen der Flüssig-

keit wurde je Well 50 µl Kristallviolett-Lösung zugegeben und die Zellen nach 12 min an-

schließend mit vollentsalztem Wasser mehrmals gewaschen, bis das Waschwasser keine 

Färbung mehr zeigte. Die Platten wurden über Nacht getrocknet und zur Auswertung 50 µl 

Methanol in jedes Well pipettiert um die optische Dichte mit einem ELISA Plate Reader der 
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Firma Tecan bei 595 nm bestimmt. Der Farbstoff färbte nur intakte und vitale Zellen was-

serunlöslich an, weshalb die optische Dichte der Lösung nach dem Waschen der Assays mit 

der relativen Anzahl der verbliebenen Tumorzellen korrelierte. 

Das Experiment wurde dreimal wiederholt (ausgenommen der 24 h und 48 h Versuche mit 

IC5). In dieser Arbeit war Cisplatin das einzige verwendete Zytostatikum, weshalb die ver-

schiedenen Cisplatinkonzentrationen im Weiteren nur als IC5 und IC20 bezeichnet werden. 

 

2.2.4 RNA-Isolation 

Die RNA Isolation der selektionierten und nicht selektionierten Zellen erfolgte mit dem 

RNAeasy Kit der Firma QIAGEN, um die isolierte RNA wie in den folgenden Schritten be-

schrieben auf Veränderungen der Expression der ABC-Transporter zu untersuchen. 

Die Zellsuspension wurde bei 14000 rpm (rounds per minute) für 7 min zentrifugiert. Nach 

dem Verwerfen des Überstandes wurden 350 µl RLT Puffer zu jedem Zellpellet gegeben und 

anschließend suspendiert. Hierzu kamen 350 µl 70 % Ethanol. Die Suspension wurde auf die 

Silikatsäule gegeben und 30 s zentrifugiert. Der Durchlauf wurde verworfen. 

Dem Pipettieren von 700 µl RW1 Puffer auf die Säule folgte eine Zentrifugation von 30 s. 

Der Inhalt der Reaktionsgefäße wurde erneut verworfen und anschließend 500 µl RPE Puf-

fer auf die Säule gegeben. Es folgte eine weitere Zentrifugation für 30 s und ein Verwerfen 

des Durchlaufs.  

Erneut wurden 500 µl RPE Puffer auf die Säule gegeben und 2 min zentrifugiert und der 

Durchlauf verworfen.  

Nach dem Transfer in ein neues Reaktionsgefäß wurden 25 µl RNAse freies Wasser auf die 

Säule pipettiert und anschließend 1 min zentrifugiert. 

Die Messung der RNA Konzentration erfolgte mit dem NanoDrop Gerät. Die Lagertempera-

tur für die RNA-Lösung betrug -20 °C. 
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2.2.5 cDNA-Synthese 

Die cDNA-Synthese erfolgte mit Hilfe des QuantiTect Reverse Transcription Kit (Qiagen). 

1 µg Gesamt-RNA wurde in 12 µl RNAse freiem Wasser gelöst. Anschließend wurden 2 µl 

Wipe out zu dem Ansatz pipettiert und dieser für 2 min mit dem Thermo Shaker der Firma 

BIOSAN bei 42 °C inkubiert. In das Reaktionsgefäß wurden 1 µl Reverse Transkriptase, 1 µl 

RT PrimerMix und 4 µl RT Buffer 5x pipettiert. Es folgte eine Inkubation der Lösung für 

15 min bei 42 °C. Das Erhitzen des Reaktionsgefäßes im Wasserbad für 3 min bei 96 °C 

stoppte anschließend die Reverse Transkription. Die cDNA-Lösung wurde für 15 s mit 

5 000 rpm zentrifugiert und bei -20 °C gelagert. 

 

2.2.6 Polymerase Chain Reaction (PCR) 

Für die semi-quantitative real-time PCR (qRT-PCR) wurden PCR-Platten (BioRad) und das 

SYBR Green PCR Kit der Firma QIAGEN verwendet.  

Pro Well wurde ein PCR-Ansatz von 25 µl, bestehend aus 11,5 µL cDNA-Lösung, 12,5 µl SYBR 

Green Master Mix und 2 µl eines spezifischen ABC-Transporter-Primers (Tabelle 3) herge-

stellt. Um Fehler und Verfälschungen der Ct-Werte möglichst zu vermeiden, wurden alle 

Proben in Dubletts pipettiert und analysiert. Die qRT-PCR erfolgte mit dem PCR-Cycler der 

Firma BioRad unter folgenden Einstellungen:  

 

Hitzeaktivierung: 95 °C (15 min) 

 

40 Zyklen mit jeweils   

Denaturierung: 94 °C (15 s) 

Annealing: 54 °C (30 s) 

Extension: 72 °C (30 s) 
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Die relative Expression der untersuchten Transporter wurde als Prozentwert des housekee-

ping Gens β-Aktin angegeben. Anschließend wurde die relative mRNA-Expression der mit 

Cisplatin selektionierten Zellen mit nicht selektionierten Zellen der gleichen Zelllinie vergli-

chen und die Expressionsänderung mit der folgenden Formel berechnet: 

 

Transporterexpression in Prozent: 𝑥 = 2(𝐶𝑡[𝑆𝑡𝑎𝑛𝑑𝑎𝑟𝑑]−𝐶𝑡[𝑃𝑟𝑜𝑏𝑒]) ⋅ 100 

 
 

Transporterexpression der selektionierten im  

Verhältnis zu den nicht selektionierten Zellen  

(nach ∆∆Ct): 

𝑦 =
�̅�𝑃𝑟ä𝑖𝑛𝑘𝑢𝑏𝑖𝑒𝑟𝑡

�̅�𝐾𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑙𝑒
 

 

Der Expressionsunterschied des Zielgens zwischen präinkubierten Zellen und Kontrollzellen 

wurde als Vielfaches (x-Fold) dargestellt. Als überexprimiert wurden solche Transporter an-

genommen, die dabei einen x-Fold ≥2 zeigten. Zur Darstellung der Expression erfolgte eine 

Transformation des Expressionsunterschieds mit der Kubikwurzel. 

 

2.3 Statistische Methoden 

Alle Experimente wurden mindestens mit zwei Wiederholungen durchgeführt. Bei den Kris-

tallviolett-Assays gab es pro Experiment drei Wiederholungen, bis auf die mit IC5 24 Die 

Expressionsanalysen wurden ebenfalls mit Doppelwerten angegeben. Aus diesen wurden 

die Mittelwerte gebildet und der mittlere Fehler des Mittelwerts (SEM) über die Stan-

dardabweichung (SD) berechnet, siehe folgende Gleichungen: 

 

𝑆𝐷 = √
∑(𝑥 − �̅�)²

(𝑛 − 1)
 𝑆𝐸𝑀 =  

𝑆𝐷

√𝑛
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Die Ermittlung der IC50-Werte wurde mit Hilfe der statistischen Analysesoftware R 3.4.2® 

sowie mathematisch mit MEDAS® berechnet. Die Chemosensitivität der HNSCC-Zelllinien 

gegenüber einer zytotoxischen Substanz wie Cisplatin kann durch die Bestimmung der IC50-

Werte quantifiziert werden. Da der IC50-Wert der Wirkstoffkonzentration entspricht, der 

die Zellpopulation auf die Hälfte ihres Ausgangswertes reduziert, wird dieser oft verwendet, 

um zytotoxische Potentiale zu vergleichen. Die Veränderung der Chemosensitivität nach 

Cisplatininkubation lässt sich anhand der Differenz zwischen den IC50-Werte selektionierter 

und nicht selektionierter Tumorzellen untersuchten.  

 Dazu wurde der Mittelwert der Untergrenze (minimale relative Zellzahl) und der Ober-

grenze (maximale relative Zellzahl) als halbmaximale Zellreduktion festgelegt (hier y0). Die 

Koordinatenpaare des nächsthöheren Messpunkts wurden als y2 und x2, die des nächstnied-

rigeren Messpunkts wurden als y1 und x1 definiert. Die Abbildung 4 stellt dies schematisch 

am Beispiel der PCI-13 dar.  

 

 

ymax 

ymin 

y1 

y2 

y0 

x1 x2 x0 

Abbildung 4: Graphische Darstellung zur Bestimmung der IC50 am Beispiel von PCI-13 
Dargestellt ist ein Zytotoxizitäts-Assay der Zelllinie PCI-13 mit einer Verdünnungsreihe beginnend mit 200 µM.  
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Durch Logarithmieren der Dosen (x-Werte) und linearer Interpolation wurde die Dosis der 

IC50 ermittelt. Die Dosis x0, die der IC50 entspricht, lässt sich durch folgende Gleichung be-

rechnen: 

𝑥0  =  log x2  −  (log x2 − log x1)  × 
(y0 − y2)

(y1 − y2)
 

Zur Bestimmung der Signifikanzniveaus der IC50 wurde ein t-Test für unabhängige Stichpro-

ben mit SPSS-Statistics® 26.0 durchgeführt, mit Signifikanzniveau p < 0,05. 
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3 Ergebnisse 

3.1 Expressionsanalyse der nicht selektionierten Zellen 

Um festzustellen, welchen Einfluss ABC-Transporter auf die Resistenzentwicklung der fünf 

verwendeten Zelllinien haben, musste zunächst in Vorversuchen ermittelt werden, ob ABC-

Transporter von diesen Zellen exprimiert wurden. Dazu wurde die Expression von 12 ABC-

Transportern (ABCA2, ABCB1, TAP1, TAP2, ABCB4, ABCB11, ABCC1, ABCC2, ABCC3, ABCC4, 

ABCC5, ABCG2), die im Kontext Cisplatinresistenz eine Rolle spielen,[48] mit qRT-PCR bei Cis-

platin naiven Zellen ermittelt. In Abbildung 5 ist die relative Expression der Transporter zu 

β-Aktin dargestellt.  

Die Transporter ABCB11 und ABCB4 befanden sich in der Analyse an der Nachweisgrenze. 

In PCI-68 konnte ABCB4 nicht nachgewiesen werden. Die höchsten Expressionswerte erga-

ben sich für TAP1 (0,5912 ± 0,3459 für PCI-1, 0,1490 ± 0,00768 für PCI-13, 0,2688 ± 0,0575 

für PCI-9, 0,0613 ± 0,0277 für PCI-52 und 0,0446 ± 0,0203 für PCI-68) und TAP2 

(0,2357 ± 0,0289 für PCI-1, 0,0885 ± 0,0232 für PCI-13, 0,1715 ± 0,0466 für PCI-9, 

0,0358 ± 0,0101 für PCI-52 und 0,0698 ± 0,0594 für PCI-68). Von der ABCC-Transporterfa-

milie waren ABCC5 (im Bereich zwischen 0,2181 ± 0,1699 für PCI-9 und 0,0375 ± 0,0144 für 

PCI-68) und ABCC1 (im Bereich zwischen 0,2087 ± 0,1360 für PCI-9 und 0,0558 ± 0,0100 für 

PCI-68) am stärksten in den Zelllinien exprimiert. Der MDR1-Transporter ABCB1 zeigte in 

allen Zelllinien eher mäßige Expressionswerte (0,0192 ± 0,0026 für PCI-1, 0,0157 ± 0,0087 

für PCI-13, 0,0276 ± 0,0271 für PCI-9, 0,0055 ± 0,0055 für PCI-52 und 0,0005 ± 0,0005 für 

PCI-68). 
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Abbildung 5: Expressionsanalyse der 12 ABC-Transporter mit qRT-PCR 

Die relative Expression der relativen Expression der Transporter zu β-Aktin für die Zelllinien ■ = PCI-1, 
■ = PCI-9, ■ = PCI-13, ■ = PCI-52, □ = PCI-68 ist mit n = 2 pro Säule auf der x-Achse aufgetragen. Die Mittel-
werte sind mit SEM (mittlerer Fehler des Mittelwerts) angegeben. 

 

3.2 Analyse der Cisplatinsensitivität in Zelllinien des HNSCC 

Die in vitro Behandlung mit Cisplatin zeigt eine Konzentrations-Wirkungsabhängigkeit, wo-

bei die zytotoxische Wirkung Cisplatins von wachstumshemmenden bis zu zytoziden Effek-

ten reicht.[25] Auch zwischen verschiedenen Tumoren sind unterschiedlich starke Wirkun-

gen gleicher Konzentrationen sowie deutliche Divergenzen bei der Entwicklung von Resis-

tenzen bei Inkubation mit Chemotherapeutika zu beobachten.[89]  

Im Folgenden wird das zytotoxische Potential von Cisplatin auf fünf Zelllinien des oralen 

Plattenepithelkarzinoms (PCI-1, PCI-9, PCI-13, PCI-52 und PCI-68) analysiert sowie die Ver-

änderung der Chemosensitivität durch vorherige Inkubation der Zellen mit Cisplatin. 
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3.2.1 Bestimmung der IC5/IC20 Cisplatins in den HNSCC-Zelllinien 

Um in vitro Resistenzen gegen Cisplatin bei den Tumorzellen zu induzieren, sollten diese mit 

gering zytotoxischen Konzentrationen Cisplatins inkubiert werden. Neben der Selektion von 

resistenten Zellen musste zusätzlich eine Kultivierbarkeit der Zellen über mehrere Wochen 

möglich sein, um eine Therapie mit Cisplatin zu simulieren.  

Die Daten der Zytotoxizitäts-Assays zur Bestimmung der Konzentrationen wurden von 

Priv.-Doz. Dr. Dr. Roman C. Brands zur Verfügung gestellt. Durch grafische Interpolation der 

Zellviabilitätsmessungen der fünf Zelllinien wurden verschiedene inhibitorische Konzentra-

tionen (IC) Cisplatins bestimmt.  

Über den längsten festgesetzten Zeitraum von vier Wochen war eine Inkubation mit Cispla-

tin nur bis zu einer Konzentration von IC20 möglich, also die Konzentration von Cisplatin, 

bei der 20 % der Zellen der jeweiligen Zelllinie zugrunde gehen. Höhere Konzentrationen 

führten nach mehr als zwei Wochen zum kompletten Absterben der Zellkulturen. Als Ab-

stufung zur IC20 wurde als geringere Konzentration die IC5 Cisplatins ausgewählt. 

Tabelle 6 zeigt die interpolierten Konzentrationen IC5 und IC20 Cisplatins, die für die einzel-

nen HNSCC-Zelllinien bestimmt wurden. Die Zellen, die im Folgenden mit der IC5 oder der 

IC20 von Cisplatin präinkubiert wurden, werden als selektioniert, die unbehandelten Kon-

trollzellen der gleichen Zelllinie werden als nicht selektioniert bezeichnet. 

Tabelle 6: IC5- und IC20-Werte von Cisplatin in den verwendeten humanen HNSCC-Tumorzelllinien. Analyse 

nach 72 h Inkubation mit Cisplatin mit n = 3 Wiederholungen

Tumorzelllinie IC5 Cisplatin [µM] IC20 Cisplatin [µM] 

PCI-1 ~ 0,04 ~ 0,1 

PCI-13 ~ 0,21 ~ 0,3 

PCI-9 ~ 5,5 ~ 8 

PCI-52 ~ 1,61 ~ 3 

PCI-68 ~ 1,65 ~ 4,9 



 28    

3.2.2 Bestimmung der IC50 von Cisplatin behandelten Zelllinien des HNSCC 

Die selektionierten Zellen (Präinkubation mit IC5 und IC20 Cisplatins, jeweils über 24 h, 48 h 

und 4 Wochen) sowie die nicht selektionierten Kontrollzellen wurden in einer Verdünnungs-

reihe beginnend mit 200 µM Cisplatin über 72 h inkubiert. Die Zellviabilität wurde im An-

schluss durch photometrische Messung bei einer Wellenlänge von 595 nm quantifiziert. 

Die Differenz der IC50 Werte von Cisplatin wurden aus den Daten der Zytotoxizitäts-Assays 

der selektionierten und der nicht selektionierten Zellen einer Zelllinie errechnet. Die einzel-

nen Differenzen sind in Tabelle 7 zusammengefasst.  

Dabei wiesen die mit Cisplatin vorbehandelten Zelllinien PCI-1, PCI-13, PCI-52 und PCI-68 

nur geringe, nicht signifikante Abweichungen der IC50-Werte zu den unbehandelten Tu-

morzellen auf. Eine Ausnahme bildeten die Zellen der Zelllinie PCI-9. Im Vergleich zu den 

nicht selektionierten Zellen der PCI-9, zeigten die über 4 Wochen mit der IC5 und IC20 von 

Cisplatin präinkubierten Zellen 45,024 ± 0,201 µM (p = 0,01) und 22,621 ± 0,223 µM (p < 

0,001) höhere IC50-Werte. Bei einer Inkubation der PCI-9 über 24 h und 48 h waren keine 

wesentlichen Veränderungen der IC50-Werte gegenüber den nicht selektionierten Zellen 

zu verzeichnen. 
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Tabelle 7: Effekt der in vitro Inkubation mit Cisplatin auf die Cisplatinsensitivität der untersuchten Zelllinien. 

Angegeben ist die Veränderung der IC50 relativ im Vergleich zu den unbehandelten Zellen mit zugehörigen SD 
(standard deviation). 

Zelllinie 
Konzent-
ration 

Inkubations-
zeit 

Differenz der IC50 Cisplatins  

(Mean ± SD) [µM] 
p-Wert 

PCI-1 

IC5 

24 h  0,117 ± 0,136 
 

 - 

48 h  0,090 ± 0,107 
 

 - 

4 Wochen  0,791 ± 0,086 
 

 0,337 

IC20 

24 h  -0,001 ± 0,122 
 

 0,994 

48 h  0,197 ± 0,167 
 

 0,429 

4 Wochen  0,455 ± 0,046 
 

 0,051 

PCI-9 

IC5 

24 h  -2,184 ± 3,988 
 

 - 

48 h  2,304 ± 0,558 
 

 - 

4 Wochen  45,025 ± 0,201 
 

 0,010* 

IC20 

24 h  2,905 ± 11,200 
 

 0,822 

48 h  1,908 ± 2,890 
 

 0,522 

4 Wochen  22,621 ± 0,223 
 

 < 0,001* 

PCI-13 

IC5 

24 h  0,555 ± 0,210 
 

 - 

48 h  0,463 ± 0,189 
 

 - 

4 Wochen  0,112 ± 0,120 
 

 0,492 

IC20 

24 h  0,900 ± 0,176 
 

 0,332 

48 h  0,423 ± 0,368 
 

 0,451 

4 Wochen  -0,066 ± 0,123 
 

 0,632 

PCI-52 

IC5 

24 h  2,641 ± 1,107 
 

 - 

48 h  0,979 ± 1,465 
 

 - 

4 Wochen  2,349 ± 1,367 
 

 0,501 

IC20 

24 h  -0,558 ± 2,543 
 

 0,877 

48 h  2,802 ± 7,182 
 

 0,783 

4 Wochen  4,495 ± 1,774 
 

 0,096 

PCI-68 

IC5 

24 h  -2,595 ± 3,412 
 

 - 

48 h  6,659 ± 1,274 
 

 - 

4 Wochen  -7,556 ± 1,275 
 

 0,204 

IC20 

24 h  0,063 ± 5,739 
 

 0,995 

48 h  5,841 ± 3,745 
 

 0,545 

4 Wochen  -4,975 ± 4,586 
 

 0,431 
Anmerkung: Für t-Test mit * pt < 0,05 signifikant. Für Proben mit - kein p-Wert bei geringer Wiederholungs-
zahl. 
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3.2.3 Chemosensitivität cisplatininkubierter Zelllinien 

Neben den IC50-Werten wurde die zytotoxische Wirkung von Cisplatin auf die verwendeten 

fünf HNSCC-Zelllinien über die grafische Darstellung der zytotoxischen Verdünnungsreihen 

analysiert. Dazu wurden die Daten der Zytotoxizitäs-Assays verwendet. 

Bei den Messungen der relativen Zellzahl reagierten bereits die nicht selektionierten Zellen 

der fünf HNSCC-Zelllinien unterschiedlich auf die Inkubation mit Cisplatin. Dadurch konnten 

die fünf Zelllinien in die Gruppen sensitiv (PCI-1 und PCI-13) und gering sensitiv (PCI-9, 

PCI-52 und PCI-68) eingeteilt werden. Während die Zelllinien PCI-1 (Abbildung 6) und PCI-13 

(Abbildung 7) bereits bei der geringsten Cisplatin-Konzentration der Verdünnungsreihe von 

1,6 µM relative Zellzahlen unter 50 % zeigten, war ein zytotoxischer Effekt bei PCI-52 (Ab-

bildung 9) erst ab 6,3 µM und bei den Zelllinien PCI-9 (Abbildung 8) und PCI-68 (Abbildung 

10) erst ab 12,5 µM zu verzeichnen. Eine Ausnahme stellten dabei die nicht selektionierten 

Zellen der vier Wochen präinkubierten PCI-9 dar, die eine deutlich geringere Zellviabilität 

aufwiesen als die anderen nicht selektionierten PCI-9 Zellen. 

Die Analyse der mit Cisplatin präinkubierten sensitiven Zelllinien PCI-1 und PCI-13 zeigte nur 

unerhebliche Unterschiede der Zellviabilität im Vergleich zu den nicht selektionierten Zellen 

der jeweiligen Zelllinie. 

In gleichem Maß wie bei den sensitiven Zellen hatte die Präinkubation mit Cisplatin bei den 

weniger sensitiven Zelllinien PCI-52 und PCI-68 keine sensitivitätsverändernde Wirkung in 

den Zytotoxizitäts-Assays. So hatte weder die Dauer der Präinkubation noch deren Konzent-

ration einen Einfluss auf die Zellviabilität bei der erneuten Inkubation mit Cisplatin. Aller-

dings konnte ein Anstieg der relativen Zellzahl der präinkubierten HNSCC-Zelllinie PCI-9 ver-

glichen mit den unbehandelten Zellen der PCI-9 bis zu einer Konzentration von 12,5 µM 

nachgewiesen werden. Dieser Effekt war nach 48 h und 4 Wochen Präinkubation sowohl 

bei IC5 als auch bei IC20 von Cisplatin erkennbar. Zwar zeigten sich bei der Untersuchung 

der 4 Wochen vorbehandelten Zellen der PCI-9 deutlich höhere relative Zellzahlen als bei 

den nicht selektionierten Zellen, diese wies jedoch auch im Vergleich zu den anderen nicht 

selektionierten Zellkulturen der Zelllinie PCI-9 eine deutlich geringere Zellviabilität auf. 
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PCI-1  
rel. Zellzahl [%] rel. Zellzahl [%] 

  
             0     1,6   3,1   6,3  12,5   25    50  100   200              0     1,6   3,1   6,3  12,5   25    50   100  200 

c [µM] c [µM] 
    

  
rel. Zellzahl [%] rel. Zellzahl [%] 

  
             0     1,6   3,1   6,3  12,5   25    50  100   200                       0     1,6   3,1   6,3  12,5   25    50  100   200 

c [µM] c [µM] 
  

  
rel. Zellzahl [%] rel. Zellzahl [%] 

  
             0     1,6   3,1   6,3  12,5   25    50  100   200                       0     1,6   3,1   6,3  12,5   25    50  100   200 

c [µM] c [µM] 
Abbildung 6: Zytotoxizitätsanalyse der PCI-1 
Kristallviolett-Assays mit Verdünnungsreihen ausgehend von 200 µM Cisplatin. Angegeben sind ● = mit IC5 
bzw. IC20 Cisplatins selektionierte Zellen, ○ = nicht selektionierte Zellen sowie die drei Zeiträume mit n = 3 bei 
IC20 und bei IC5 – 4 Wochen, n = 2 bei IC5 und 24 h und 48 h. Die Mittelwerte der Daten sind mit SEM (mitt-
lerer Fehler des Mittelwerts) angegeben. Eigene modifizierte Abbildung.[92]  
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PCI-13  
rel. Zellzahl [%] rel. Zellzahl [%] 

  
             0     1,6   3,1   6,3  12,5   25    50  100   200              0     1,6   3,1   6,3  12,5   25    50   100  200 

c [µM] c [µM] 
    

  
rel. Zellzahl [%] rel. Zellzahl [%] 

  
             0     1,6   3,1   6,3  12,5   25    50  100   200                       0     1,6   3,1   6,3  12,5   25    50  100   200 

c [µM] c [µM] 
  

  
rel. Zellzahl [%] rel. Zellzahl [%] 

  
             0     1,6   3,1   6,3  12,5   25    50  100   200                       0     1,6   3,1   6,3  12,5   25    50  100   200 

c [µM] c [µM] 
Abbildung 7: Zytotoxizitätsanalyse der PCI-13  
Kristallviolett-Assays mit Verdünnungsreihen ausgehend von 200 µM Cisplatin. Angegeben sind ● = mit IC5 
bzw. IC20 Cisplatins selektionierte Zellen, ○ = nicht selektionierte Zellen sowie die drei Zeiträume mit n = 3 bei 
IC20 und bei IC5 – 4 Wochen, n = 2 bei IC5 und 24 h und 48 h. Die Mittelwerte der Daten sind mit SEM (mitt-
lerer Fehler des Mittelwerts) angegeben. Eigene modifizierte Abbildung.[92] 
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PCI-9  
rel. Zellzahl [%] rel. Zellzahl [%] 

  
             0     1,6   3,1   6,3  12,5   25    50  100   200              0     1,6   3,1   6,3  12,5   25    50   100  200 

c [µM] c [µM] 
    

  
rel. Zellzahl [%] rel. Zellzahl [%] 

  
             0     1,6   3,1   6,3  12,5   25    50  100   200                       0     1,6   3,1   6,3  12,5   25    50  100   200 

c [µM] c [µM] 
  

  
rel. Zellzahl [%] rel. Zellzahl [%] 

  
             0     1,6   3,1   6,3  12,5   25    50  100   200                       0     1,6   3,1   6,3  12,5   25    50  100   200 

c [µM] c [µM] 
Abbildung 8: Zytotoxizitätsanalyse der PCI-9 
Kristallviolett-Assays mit Verdünnungsreihen ausgehend von 200 µM Cisplatin. Angegeben sind ● = mit IC5 
bzw. IC20 Cisplatins selektionierte Zellen, ○ = nicht selektionierte Zellen sowie die drei Zeiträume mit n = 3 bei 
IC20 und bei IC5 – 4 Wochen, n = 2 bei IC5 und 24 h und 48 h. Die Mittelwerte der Daten sind mit SEM (mitt-
lerer Fehler des Mittelwerts) angegeben. Eigene modifizierte Abbildung.[92] 
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PCI-52  
rel. Zellzahl [%] rel. Zellzahl [%] 

  
             0     1,6   3,1   6,3  12,5   25    50  100   200              0     1,6   3,1   6,3  12,5   25    50   100  200 

c [µM] c [µM] 
    

  
rel. Zellzahl [%] rel. Zellzahl [%] 

  
             0     1,6   3,1   6,3  12,5   25    50  100   200                       0     1,6   3,1   6,3  12,5   25    50  100   200 

c [µM] c [µM] 
  

  
rel. Zellzahl [%] rel. Zellzahl [%] 

  
             0     1,6   3,1   6,3  12,5   25    50  100   200                       0     1,6   3,1   6,3  12,5   25    50  100   200 

c [µM] c [µM] 
Abbildung 9: Zytotoxizitätsanalyse der PCI-52 

Kristallviolett-Assays mit Verdünnungsreihen ausgehend von 200 µM Cisplatin. Angegeben sind ● = mit IC5 
bzw. IC20 Cisplatins selektionierte Zellen, ○ = nicht selektionierte Zellen sowie die drei Zeiträume mit n = 3 bei 
IC20 und bei IC5 – 4 Wochen, n = 2 bei IC5 und 24 h und 48 h. Die Mittelwerte der Daten sind mit SEM (mitt-
lerer Fehler des Mittelwerts) angegeben. Eigene modifizierte Abbildung.[92] 
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PCI-68 
rel. Zellzahl [%] rel. Zellzahl [%] 

  
             0     1,6   3,1   6,3  12,5   25    50  100   200              0     1,6   3,1   6,3  12,5   25    50   100  200 

c [µM] c [µM] 
    

  
rel. Zellzahl [%] rel. Zellzahl [%] 

  
             0     1,6   3,1   6,3  12,5   25    50  100   200                       0     1,6   3,1   6,3  12,5   25    50  100   200 

c [µM] c [µM] 
  

  
rel. Zellzahl [%] rel. Zellzahl [%] 

  
             0     1,6   3,1   6,3  12,5   25    50  100   200                       0     1,6   3,1   6,3  12,5   25    50  100   200 

c [µM] c [µM] 
Abbildung 10: Zytotoxizitätsanalyse an PCI-68 
Kristallviolett-Assays mit Verdünnungsreihen ausgehend von 200 µM Cisplatin. Angegeben sind ● = mit IC5 
bzw. IC20 Cisplatins selektionierte Zellen, ○ = nicht selektionierte Zellen sowie die drei Zeiträume mit n = 3 bei 
IC20 und bei IC5 – 4 Wochen, n = 2 bei IC5 und 24 h und 48 h. Die Mittelwerte der Daten sind mit SEM (mitt-
lerer Fehler des Mittelwerts) angegeben. Eigene modifizierte Abbildung.[92] 
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3.3 PCR-Analyse der mit Cisplatin vorbehandelten Zelllinien des HNSCC 

3.3.1 Abhängigkeit der ABC-Expression von der Inkubationszeit 

Da sich in den Zytotoxizitäts-Assays zwischen den Konzentrationen IC5 und IC20 bei den 

präinkubierten Zellen keine signifikanten Unterschiede ergaben, wurden für die Analyse der 

mRNA-Expression nur die mit der IC20 präinkubierten Zellen ausgewählt. Das Auftreten et-

waiger Expressionsunterschiede war für die mit höherer Cisplatinkonzentration selektio-

nierten Zelllinien wahrscheinlicher. Die Daten der PCR-Analysen sind im Appendix 1 - 5 zu 

finden, im Folgenden soll auf die wesentlichen Expressionsveränderungen eingegangen 

werden. 

Unter den Transportern ließen sich alle mRNA-Transkripte mit Ausnahme von ABCB1, 

ABCB4 und ABCB11 in jeder Probe nachweisen. Dabei hatten die wenig sensitiven Zelllinien 

PCI-9 (Abbildung 13), PCI-52 (Abbildung 14) und PCI-68 (Abbildung 15) gemeinsam, dass sie 

sowohl TAP1 als auch TAP2 stärker exprimierten. PCI-9 präsentierte für TAP1 einen Anstieg 

des x-Fold von 3,391 (68 %-CI: 2,801 - 4,058) nach 24 h auf 4,255 (68 %-CI: 3,755 - 4,797) 

nach 4 Wochen, während der x-Fold von TAP2 von 2,665 (68 %-CI: 1,832 - 3,720) auf 2,191 

(68 %-CI: 2,035 - 2,354) leicht abnahm. Im Vergleich zeigte PCI-68 bei der Expression von 

TAP1 bereits nach 48 h einen x-Fold von 8,816 (68 %-CI: 3,572 - 17,638), der nach vierwö-

chiger Inkubation jedoch wieder auf 3,475 (68 %-CI: 3,269 - 3,690) sank. Für PCI-52 lagen 

nach 48 h für TAP1 und TAP2 x-Folds von 3,205 (68 %-CI: 2,118 - 4,612) und 3,658 

(68 %-CI: 1,948 - 6,157) vor, allerdings fiel deren Expression nach vierwöchiger Inkubation 

wieder auf die Ausgangsexpression ab. Zusätzlich zeigten PCI-9 und PCI-68 ebenfalls eine 

hohe Expression von ABCG2. So fand sich bei PCI-9 nach jeder Expressionszeit eine Überex-

pression mit Spitzenwerten nach 24 h mit einem x-Fold von 5,524 (68 %-CI: 4,661 - 6,489) 

und nach 4 Wochen mit 5,465 (68 %-CI: 4,845 - 6,137). Bei längerer Präinkubation von PCI-

68 glich sich die Expression nach einem Anstieg des x-Fold auf 4,901 (68 %-CI: 3,442 - 6,724) 

allerdings wieder an die der nicht selektionierten Zellen an.  
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Die Transporter der ABCC Familie, die erwiesenermaßen für den Efflux von Cisplatin und 

seiner Derivate verantwortlich sind, waren hauptsächlich in den über kurze Zeit präinku-

bierten Zellen induziert und zeigten bei längerer Inkubation wieder deutlich niedrigere Ex-

pressionswerte. Bei PCI-9 erreichte aus dieser Transporterfamilie nur ABCC2 eine Überex-

pression mit x-Fold 2,766 (68 %-CI: 2,589 - 2,951) nach 24 h, die nach 4 Wochen Inkubation 

mit 2,000 (68 %-CI: 1,651 - 2,394) nur eine geringfügig schwächere Expression aufwies. 

Nach 48 h zeigte PCI-68 für ABCC3 einen x-Fold von 6,485 (68 %-CI: 5,858 - 7,155) und für 

ABCC5 von 2,676 (68 %-CI: 1,184 - 5,078), wobei nach vierwöchiger Inkubation nur noch 

ABCC3 mit x-Fold von 2,597 (68 %-CI: 2,181 - 3,063) überexprimiert vorlag. Die Zelllinie 

PCI-52 präsentierte für alle untersuchten ABCC-Transporter eine Überexpression nach 48 h 

Inkubation mit Cisplatin. So ergaben sich x-Fold-Werte für ABCC1 von 2,321 

(68 %-CI: 2,169 - 2,479), ABCC2 von 2,399 (68 %-CI: 1,578 - 3,466), ABCC3 von 2,527 

(68 %-CI: 2,071 - 3,046), ABCC4 von 2,550 (68 %-CI: 1,697 - 3,648) und ABCC5 von 2,471 

(68 %-CI: 0,757 - 5,760). Allerdings normalisierte sich die Expression jedes Transporters 

nach vierwöchiger Inkubation. 

Im Vergleich dazu zeigten die sensitiven Zelllinien PCI-1 (Abbildung 11) und PCI-13 (Abbil-

dung 12) deutlich geringere Expressionen dieser Transporter. So wies PCI-1 unabhängig von 

der Dauer der Inkubation keine Überexpression der ABC-Transporter auf. Nach kurzer Inku-

bationszeit zwischen 24 h und 48 h lag ABCG2 sogar deutlich unterexprimiert vor mit x-Fold-

Werten von 0,154 (68 %-CI: 0,147 - 0,160) und 0,196 (68 %-CI: 0,089 - 0,367). Bei PCI-13 

war nach 24 h Inkubation die ABCC-Transporterfamilie teilweise schwach exprimiert, sonst 

lagen die Expressionswerte größtenteils im Bereich der Kontrolle. Es zeigten sich nur ver-

einzelte nach 48 h Überexpressionen von ABCA2 2,967 (68 %-CI: 2,597 - 3,371) und ABCB11 

2,964 (68 %-CI: 2,120 - 4,007), die allerdings bei keiner der resistenten Zelllinien konstant 

stark exprimiert waren und auch nicht konstant überexprimiert vorlagen. 
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Abbildung 11: ABC-Transporterexpression der PCI-1 nach Präinkubation mit IC20 Cisplatins 
Die relative Expression von selektionierten zu nicht selektionierten Zellen mittels qRT-PCR ist gegen die Präin-
kubationszeiträume □ = 24 h, ■ = 48 h, ■ = 4 Wochen, mit n = 2 pro Säule, aufgetragen. Die Mittelwerte sind 

mit SEM (mittlerer Fehler des Mittelwerts) angegeben. Eigene modifizierte Abbildung.[92] 

 
 

 
 

 
Abbildung 12: ABC-Transporterexpression der PCI-13 nach Präinkubation mit IC20 Cisplatins 
Die relative Expression von selektionierten zu nicht selektionierten Zellen mittels qRT-PCR ist gegen die Präin-
kubationszeiträume □ = 24 h, ■ = 48 h, ■ = 4 Wochen, mit n = 2 pro Säule, aufgetragen. Die Mittelwerte sind 

mit SEM (mittlerer Fehler des Mittelwerts) angegeben. Eigene modifizierte Abbildung.[92] 
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Abbildung 13: ABC-Transporterexpression der PCI-9 nach Präinkubation mit IC20 Cisplatins 
Die relative Expression von selektionierten zu nicht selektionierten Zellen mittels qRT-PCR ist gegen die Präin-
kubationszeiträume □ = 24 h, ■ = 48 h, ■ = 4 Wochen, mit n = 2 pro Säule, aufgetragen. Die Mittelwerte sind 

mit SEM (mittlerer Fehler des Mittelwerts) angegeben. Eigene modifizierte Abbildung.[92] 

  
 

 
 

 
Abbildung 14: ABC-Transporterexpression der PCI-52 nach Präinkubation mit IC20 Cisplatins 
Die relative Expression von selektionierten zu nicht selektionierten Zellen mittels qRT-PCR ist gegen die Präin-
kubationszeiträume □ = 24 h, ■ = 48 h, ■ = 4 Wochen, mit n = 2 pro Säule, aufgetragen. Die Mittelwerte sind 

mit SEM (mittlerer Fehler des Mittelwerts) angegeben. Eigene modifizierte Abbildung.[92] 
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Abbildung 15: ABC-Transporterexpression der PCI-62 nach Präinkubation mit IC20 Cisplatins 
Die relative Expression von selektionierten zu nicht selektionierten Zellen mittels qRT-PCR ist gegen die Präin-
kubationszeiträume □ = 24 h, ■ = 48 h, ■ = 4 Wochen, mit n = 2 pro Säule, aufgetragen. Die Mittelwerte sind 

mit SEM (mittlerer Fehler des Mittelwerts) angegeben. Eigene modifizierte Abbildung.[92] 
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3.3.2 ABC-Transporter Expression ausgewählter langzeit-inkubierter Zelllinien 

Neben der Expressionsanalyse direkt nach Inkubation, sollte außerdem eine mögliche Ex-

pressionsveränderung nach Abschluss der Inkubation untersucht werden, wie sie bei einem 

rezidivierenden Tumor auftreten kann. Dazu wurden die Tumorzelllinien nach einer vierwö-

chigen Inkubation weitere vier Wochen ohne Cisplatin inkubiert und ihre Transporterex-

pression durch qRT-PCR quantifiziert (Abbildung 16). 

Im Gegensatz zum vorangegangenen Experiment zeigten die sensitiven Zellen PCI-1 und 

PCI-13 deutlich höhere Expressionswerte. Dabei waren die Transporter der ABCC-Familie – 

ausgenommen ABCC2 sowie einzelne Transporter der ABCB-Familie - stärker exprimiert. Für 

die Zelllinie PCI-13 galt dies auch für die Transporter ABCG2, TAP1 und TAP2.  

Bei den weniger sensitiven Zelllinien PCI-9, PCI-52 und PCI-68 waren lediglich die Expressi-

onswerte des TAP1 Transporters in allen drei Linien deutlich erhöht. Während PCI-52 be-

reits Transporter der ABCC-Familie doppelt so hoch exprimierte, zeigte PCI-68 mehr als fünf-

mal höhere Expressionswerte dieser Transporter als die nicht selektionierten Zellen der je-

weiligen Zelllinien. Weiterhin zeigten sich bei PCI-68 bemerkenswert hohe Expressionen bei 

Teilen der ABCB-Transporterfamilie, die bei TAP1 30-mal höher und ABCB1 sogar über 80-

mal höher waren als die relative Expression dieser Transporter bei den nicht mit Cisplatin 

selektionierten Zellen. 
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Abbildung 16: Expressionsanalyse der Zellen, die nach vierwöchiger Präinkubation mit der IC20 
Cisplatins weitere 4 Wochen mit Medium inkubiert wurden 

Die relative Expression der Transporter ist als Vielfaches der nicht selektionierten Zellen auf der y-Achse auf-
getragen mit n = 2. Die Mittelwerte sind mit SEM (mittlerer Fehler des Mittelwerts) angegeben. 
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4 Diskussion 

In der vorliegenden Arbeit sollte die Cisplatinsensitivität von fünf Zelllinien des oralen Plat-

tenepithelkarzinoms untersucht und die Expressionsveränderung von zwölf tumorassoziier-

ten ABC-Transportern in den untersuchten Zellen unter Cisplatinexposition analysiert wer-

den. Ebenfalls sollte die Expression dieser ABC-Transporter untersucht werden, nachdem 

die Zellen weitere vier Wochen ohne Cisplatin inkubiert wurden.  

Folgende Hauptaussagen konnten anhand der Untersuchungen getroffen werden: 

1. Für drei der fünf untersuchten Zelllinien konnte eine intrinsische Cisplatinresistenz 

festgestellt werden, allerdings zeigte nur eine der fünf Zelllinien (PCI-9) eine signifi-

kante Resistenzentwicklung im Sinne einer Erhöhung der IC50-Werte Cisplatins. 

2. Bei den Zelllinien, die eine initiale Cisplatinresistenz aufwiesen, konnten Expressi-

onsveränderungen der Transporter-mRNA im Vergleich zu den sensitiven Zelllinien 

nachgewiesen werden. 

3. Nach weiterer Inkubation ohne Cisplatin exprimierten alle Zelllinien verstärkt ABC-

Transporter.  

Auf diese Punkte soll im Folgenden näher eingegangen werden. 

 

4.1 Resistenzentwicklung der inkubierten Zelllinien 

Um die Chemosensitivität und die Eigenschaften der Tumorzellen zu untersuchen, wurden 

Cisplatin-präinkubierte Tumorzellen mit nicht inkubierten Kontrollzellen über Zytotoxizi-

täts-Assays miteinander verglichen und die Differenz der IC50 ermittelt. 

Die Zelllinien PCI-1 und PCI-13 stellten sich dabei deutlich sensitiver gegenüber Cisplatin dar 

als die Zelllinien PCI-9, PCI-52 und PCI-68. Jede der fünf Zelllinien wurde aus Tumoren von 

Patienten isoliert, die vorher keine Chemotherapie erhalten hatten.[90, 91] Im Falle der Zellli-
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nien PCI-9, PCI-52 und PCI-68 spricht man von einer intrinsischen Resistenz.[39, 93] Die Grund-

lage für diesen Resistenzmechanismus bilden verschiedene Zellpopulationen in den Tumo-

ren, die aus heterogenen Klonen der Tumorzellen bestehen.[94, 95] Beispielsweise konnte aus 

Biopsien von cisplatinnaiven Patienten sowohl cisplatinresistente, als auch cisplatinsensi-

tive Subpopulationen isoliert werden.[96]  

Eine Heterogenität der Zellzusammensetzung und der individuellen Mutation der Subpopu-

lationen könnte auch die erhöhte Sensitivität der Kontrollzellen der PCI-9 nach vier Wochen 

gegenüber Cisplatin erklären[97]. Die in diesen Zellen aufgetretene Cisplatinsensitivität lässt 

die Vermutung zu, dass durch fortdauerndes Splitten ein Selektionsvorteil für diese Subpo-

pulation von Zellen entstand. Mit einer IC50 Cisplatins von 14 µM[98] und 42°µM[99] für Che-

motherapie-naive Zellen der PCI-9 ergaben sich auch bei Brands et al. und Knierim deutliche 

Unterschiede der Chemosensitivität. Dies ist ein weiterer Hinweis auf die Heterogenität die-

ser Zelllinie im Hinblick auf Chemoresistenz. 

Die mit Cisplatin selektionierten Zellen der PCI-9 zeigten dagegen die gleiche Cisplatinresis-

tenz unabhängig davon, wie lange sie inkubiert wurden. Dies ist dadurch zu erklären, dass 

durch die Inkubation mit Cisplatin die cisplatinsensitiven Subpopulationen untergingen. 

Durch die Präinkubation mit Cisplatin konnte weder durch eine höhere Cisplatinkonzentra-

tion noch durch eine längere Inkubationszeit eine Veränderung der Cisplatinsensitivität im 

Sinne einer Erhöhung der IC50 erreicht werden. Allerdings zeigte die mit Cisplatin präinku-

bierten Zelllinie PCI-9 einen Anstieg der Zellviabilität im niedrigeren Konzentrationsberei-

chen von 1,6 µM bis 25 µM. Als Erklärung für eine erhöhte Proliferation von Tumorzellen 

bei zytotoxischer Therapie werden die Selektion von resistenten Tumorstammzellen[100, 101] 

oder Apoptose-induzierte Proliferation (AiP)[102, 103] diskutiert. 

Da auch die Zelllinien, die eine intrinsische Resistenz gegen Cisplatin aufwiesen, keine wei-

tere Resistenzentwicklung zeigten, verglichen wir die verwendeten Inkubationsdosen der 

Zelllinien PCI-9, PCI-52 und PCI-68 mit klinischen Cisplatin Hochdosis-Therapien und ande-

ren in vitro Studien. Himmelstein et al.[104] zeigten in einer Studie, dass nach einer Injektion 
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von 100 mg/m² Cisplatin sich ein Peak von ~20 µM Cisplatin im Plasma fand. Diese Konzent-

ration war deutlich geringer als die IC50 Werte von PCI-9 (29,48 µM ± 6,48 µM) und PCI-68 

(35,36 µM ± 8,96 µM) in der vorliegenden Studie. Zusätzlich sank in vivo die freie Cisplatin-

konzentration dabei in ~ 20 min, die totale Platinkonzentration bereits in ~ 40 min auf die 

Hälfte der Ausgangskonzentration.[104-106] Andere Autoren, die Studien mit cisplatinresisten-

ten HNSCC-Zelllinien durchführten, bezeichneten Zellen als resistent, die eine IC50 Cispla-

tins von 7 µM - 20 µM besaßen.[89, 107, 108] Aufgrund dieser Werte ist fraglich, ob Zellen mit 

so hoher intrinsischen Cisplatinresistenz wie PCI-9, PCI-52 und PCI-68 noch höhere Resis-

tenzen gegenüber diesem Zytostatikum entwickeln können. 

 

4.2 ABC-Expression in HNSCC  

Ein weiteres Ziel der vorliegenden Studie war es, die mRNA-Expression von ABC-Transpor-

tern bezogen auf deren Cisplatinsensitivität zu untersuchen. Die Expression dieser Trans-

porter stellt einen der wichtigsten Resistenzmechanismen von Tumorzellen dar. So ist deren 

Identifikation und Inhibition ein vielversprechender Ansatz der Targeted Therapy.[109, 110] 

Dazu wurden mittels qRT-PCR analysiert, ob es zu einer Induktion der mRNA-Expression von 

zwölf ausgewählten ABC-Transportern durch die Inkubation mit Cisplatin kam. Da sich in 

den Zytotoxizitäts-Assays keine Unterschiede der Zellviabilität zwischen den mit der IC5 und 

der IC20 selektionierten Zellen ergab, wurde hier nur auf die Expression der IC20 selektio-

nierten Zellen Bezug genommen. Zum einen wurde eine Überexpression und zum anderen 

eine Unterexpression von Transporter-mRNA beobachtet, die im Folgenden diskutiert wer-

den soll. 

 



 46    

4.2.1 Überexpression von Transporter-mRNA 

In unseren Versuchen konnte bei den Zelllinien PCI-9, PCI-52 und PCI-68, die eine intrinsi-

sche Cisplatinresistenz gezeigt hatten, nach der Inkubation mit Cisplatin eine Überexpres-

sion bestimmter ABC-Transporter festgestellt werden. Bei diesen drei Zelllinien lag die 

größte Expressionsdifferenz – zwischen inkubierten und nicht inkubierten Zellen – bei der 

mRNA von ABCG2, TAP1, TAP2 sowie der ABCC-Transporterfamilie (ABCC1, ABCC2 und 

ABCC3) vor. 

Die ABCC-Transporter sind bisher die einzigen ABC-Transporter, bei denen ein direkter Cis-

platinefflux nachgewiesen wurde. Dabei ist der Transport von Platinverbindungen durch 

ABCC2 und ABCC5 am besten untersucht.[49, 111] Eine Expressionserhöhung von ABCC1 und 

ABCC2 wurde bereits in verschiedenen anderen cisplatinresistenten HNSCC-Zelllinien ge-

zeigt.[112-114] Beretta et al.[115] beschrieben, dass durch knock-down (Verringerung der Gen-

expression durch RNA-Interferenz) von ABCC1 und ABCC4, Resistenzen gegenüber Cisplatin 

reversibel waren. Darüber hinaus wurde ABCC3 als Marker für die Resistenz gegen Cisplatin 

und andere Chemotherapeutika sowie für eine geringere Überlebenswahrscheinlichkeit bei 

Bronchialzellkarzinomen diskutiert.[116, 117] In der vorliegenden Studie ergaben sich vor al-

lem nach 24 h und 48 h Cisplatininkubation für die Transporter der ABCC-Familie hohe Ex-

pressionswerte. Allerdings war keiner der Transporter in einer der drei resistenten Zelllinien 

überexprimiert. Diese Inhomogenität deutet darauf hin, dass die Cisplatinresistenz nicht ei-

nem einzelnen dieser Transporter zugeschrieben werden kann, sondern dass die Resistenz 

individuell von diesen Transportern beeinflusst wird. In unseren Daten zeigte sich ebenfalls 

eine Abnahme des Expressionsniveaus nach einer Inkubationszeit von vier Wochen. Das legt 

nahe, dass die Bedeutung der ABCC-Transporter im Laufe der Inkubation abnimmt. Ähnliche 

Ergebnisse erzielte auch die Studie von Theile et al. an Zelllinien des HNSCC.[89] 

Die konsistenteste Überexpression bei der Analyse unserer Daten zeigte sich bei TAP1 und 

TAP2 in den Zelllinien PCI-9, PCI-52 und PCI-68. Lediglich die Zelllinie PCI-52 wies nach vier 

Wochen Inkubation mit Cisplatin wieder das Expressionslevel der nicht inkubierten Ver-

gleichszellen auf. Bei diesen beiden Transportern handelt es sich um Halbtransporter, die 
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zusammen einen Heterodimer mit Transportfunktion bilden.[118] In der Literatur waren Pla-

tinverbindungen bislang nicht als Substrate dieses Transportkomplexes bekannt und wer-

den erst seit Kurzem mit der Resistenzbildung von Cisplatin in Verbindung gebracht.[82, 119] 

Für das orale Plattenepithelkarzinom stellten Theile et al. ebenfalls eine Überexpression 

von TAP1 und TAP2 bei mit Cisplatin inkubierten Zellen fest. Dabei handelte es sich, wie bei 

den von uns verwendeten Zelllinien PCI-9 und PCI-68, um Plattenepithelkarzinome der 

Zunge.[89]  

Auch ABCG2 war in unserer Studie nach der Inkubation mit Cisplatin in den Zelllinien PCI-9 

und PCI-68 stark überexprimiert. In weiteren Untersuchungen zeigte sich eine ebensolche 

Überexpression in Zelllinien des Zungenkarzinoms[86, 120] sowie in Zelllinien anderer oraler 

Plattenepithelkarzinome.[89, 121, 122] Hierbei ist zu erwähnen, dass Cisplatin und andere Pla-

tinverbindungen, genau wie bei den TAP-Transportern, nicht zu den Substraten von ABCG2 

gehören.[123, 124] Trotzdem zeigten diese Transporter eine Assoziation mit Cisplatinresisten-

zen, die durch den knock-down reversibel waren.[86] Erklärungsmodelle für die zugrundelie-

genden Resistenzmechanismen werden im folgenden Kapitel diskutiert. 

Die HNSCC-Zelllinien, die nach einem cisplatinfreien Intervall im Anschluss an die vierwö-

chige Inkubation untersucht wurden, zeigten deutlich erhöhte Transporter-Expressionspro-

file. Zum Zeitpunkt dieser Untersuchung gab es keine andere Studie, in der die Expression 

von ABC-Transportern in HNSCC-Zellen über einen so langen Zeitraum nach der Inkubation 

mit Cisplatin gemessen wurde. 

Die von uns beobachtete Überexpression der ABCC-Transporterfamilie unterstützt unsere 

Annahme, dass der Cisplatinefflux vor allem initial an der Resistenzbildung dieser Zelllinien 

beteiligt war. Da auch die cisplatinsensitiven Zelllinien PCI-1 und PCI-13 diese Transporter 

stark exprimierten, müssen noch weitere Faktoren zur intrinsischen Resistenz der Zelllinien 

PCI-9, PCI-52 und PCI-68 beitragen. Hierbei ist festzustellen, dass der TAP1 auch vier Wo-

chen nach der Inkubation mit Cisplatin weiterhin eine hohe Überexpressionen in den cis-

platinresistenten HNSCC-Zelllinien zeigte. Interessant war auch die Überexpression von 
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ABCB1. Diese relative Überexpression war jedoch auf eine sehr niedrige Expression nahe 

der Nachweisgrenze von ABCB1 in den Kontrollzellen zurückzuführen. 

 

4.2.2 Unterexpression von Transporter-mRNA 

Die drei Transporter der ABCB1, ABCB4 und ABCB11 zeigten in unseren Ergebnissen die ge-

ringsten Expressionswerte bis zu einer Inkubationsdauer von vier Wochen. Dabei hatten die 

drei Zelllinien PCI-9, PCI-52 und PCI-68 mit intrinsischer Resistenz gegen Cisplatin die nied-

rigsten Expressionswerte der Transportergene. Zusätzlich war bei PCI-9 ein signifikanter An-

stieg der IC50 Cisplatins nach vierwöchiger Inkubation zu verzeichnen. Für resistenzvermit-

telnde Mechanismen wäre mit einer Steigerung der Expression zu rechnen. 

Da für ABCB1 neben Cisplatin viele weitere Chemotherapeutika als Substrate bekannt sind, 

wird dieser Transporter auch als Multidrug-Resistance-Protein 1 (MDR1) bezeichnet.[125, 126] 

In unseren Untersuchungen zeigte ABCB1 bereits bei den nicht mit Cisplatin selektionierten 

Zellen sehr geringe Expressionswerte. Insbesondere PCI-9, PCI-52 und PCI-68 exprimierten 

nach der Inkubation mit Cisplatin noch geringere Mengen von ABCB1. Im Vergleich konnten 

Theile et. al in cisplatininkubierten Zelllinien ähnlich geringe Mengen an ABCB1 in ihren Er-

gebnissen nachweisen. Die Autoren folgerten daraus, dass die Bedeutung von MDR1 für die 

Resistenzbildung der von ihnen verwendeten Tumorzellen zu vernachlässigen sei.[89]  

Die Rolle, die ABCB4 bei der Entstehung von Resistenzen gegen Cisplatin spielt, wird kont-

rovers diskutiert[127, 128]. Der Transporter ABCB4 (MDR3) besitzt zwar zu 80 % homologe 

TMDs zu ABCB1[129], allerdings werden deutlich weniger Xenobiotika durch ABCB4 transpor-

tiert[127]. Bisher gab es keine Studie, die sich mit ABCB4 im Zusammenhang mit einer Resis-

tenzbildung gegen Cisplatin in HNSCC-Zelllinien beschäftigte. Unsere Ergebnisse legen nahe, 

dass ABCB4 keine Auswirkungen auf die Cisplatinresistenz der verwendeten Zelllinien hat. 

Während ABCB11 mit einer Resistenzenbildung gegen Paclitaxel assoziiert ist[130], konnte 

für Platinverbindungen in Kombinationstherapie (FOLFOX – Folinsäure, 5-FU und Oxalipla-
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tin) beim Kolonkarzinom eine geringere Expression im Vergleich zum Kontrollgewebe nach-

gewiesen werden.[80] Da bei den Zelllinien PCI-9, PCI-52 und PCI-68 eine intrinsische Resis-

tenz gegen Cisplatin vorlag und nach deren Inkubation mit Cisplatin die Expression der 

Transporter ABCB1, ABCB4 und ABCB11 deutlich abnahm, ist davon auszugehen, dass diese 

Transporter nicht zur Resistenzentwicklung dieser Zellen beitragen. Eine durch Unterex-

pression dieses Transporters verursachte Resistenz in Tumoren ist nicht bekannt. 

 

4.2.3 Alternative Resistenzmechanismen der ABC-Transporter 

Der Efflux von Cisplatin durch die ABC-Transporter allein konnte die Resistenzen der von 

uns verwendeten Tumorzelllinien nicht vollständig erklären. Bei der Analyse der mRNA-Ex-

pression zeigte sich, dass nach der Inkubation mit Cisplatin in den resistenten Tumorzellli-

nien der größte Expressionsanstieg bei ABC-Transportern zu verzeichnen war, die keine be-

kannte Effluxfunktion für Cisplatin besaßen. Von Interesse waren bei unseren Untersuchun-

gen besonders ABCG2, TAP1 und TAP2. Neben dem Transport von Chemotherapeutika 

scheinen diese ABC-Transporter noch weitere Funktionen zu besitzen. 

 

TAP-Transporter als Cisplatin-Efflux unabhängige Resistenzvermittler 

In der Literatur wurden widersprüchliche Zusammenhänge der TAP-Expression mit der Zell-

viabilität diskutiert. Einerseits wurde die niedrige Expression von TAP1 und TAP2 mit der 

Immunevasion von Tumoren in Zusammenhang gebracht, die sich dadurch der Präsentation 

des Immunsystems entzogen.[131] Auch die Induktion von TAP1 und TAP2 als down-stream 

Ziele von p53 und der damit gesteigerte Transport von MHC-Klasse-I Komplexen konnte 

gezeigt werden.[132] Eine gesteigerte Expression wie in unseren Experimenten könnte diesen 

Studien zufolge klinisch zu einer besseren Erkennung durch das Immunsystem sorgen. An-

dererseits wurde in Tumorgewebe wie dem Adenokarzinom des Pankreas[133], dem kolorek-

talen Karzinom[134] und dem Plattenepithelkarzinom des Larynx[135] keine signifikante Asso-
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ziation zwischen der Herabregulation der beiden TAP-Transporter und einer Prognosever-

besserung festgestellt. Bei Tumoren des Pankreas bestand sogar ein Zusammenhang zwi-

schen hohen Expressionswerten und schlecht differenzierten sowie großen Tumoren.[133] 

Bisher gibt es wenige Studien zur Expression von TAP-Transportern bei cisplatinresistenten 

HNSCC-Zellen, wie die von Theile et al., bei der eine Überexpression von TAP1 in Zungen-

karzinomzelllinien nachwiesen wurde.[89] Diese Ergebnisse stimmen mit den Untersuchun-

gen an unseren Zungenkarzinomzelllinien PCI-9 und PCI-68 überein. 

Darüber hinaus stellten Metassa et al.[136] für TAP1 fest, dass der Transporter in proinflamm-

atorische Signalwege eingeschaltet war. Bei ihren Ovarialkarzinomzelllinien lag TAP1 bei cis-

platinresistenten Zelllinien im Vergleich zu den sensitiven Zelllinien stark exprimiert vor. 

Durch Zunahme der oxidativen Phosphorylierung der cisplatinresistenten Tumorzellen wur-

den vermehrt proinflammatorischer Zytokine wie IL-6 und TNF-α ausgeschüttet. Scheurer 

et al.[137] konnten bereits bei den von uns verwendeten HNSCC-Zelllinien die Erhöhung die-

ser proinflammatorischen Zytokine durch den anti-apoptotischen klassischen NF-κB-Pa-

thway zeigen. Zelllinien verschiedener Tumorentität zeigten eine Korrelation der NFκB-Ak-

tivität mit Resistenzen gegen Chemotherapeutika wie Cisplatin.[138] In ihrer Studie wiesen 

Metassa et al.[136] zudem nach, dass der erhöhten Zytokinspiegel zur Überexpression von 

TAP1 und einer Resistenz gegen Cisplatin führte, die durch Silencing von TAP1 reversibel 

war. 

Die zugrundeliegende Funktion von TAP1 ist noch nicht geklärt, scheint jedoch mit dem Me-

tabolismus und der Entzündungsaktivität zusammenzuhängen.[136] Diese Mechanismen soll-

ten weiter untersucht werden und stellen für die Überexpression von TAP1-Transporter in 

cisplatinresistenten Tumoren einen ersten Ansatz dar.  
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ABCG2-Transporter als Cisplatin-Efflux unabhängige Resistenzvermittler 

Der Transporter ABCG2 gehört neben einigen anderen Transportern wie ABCC1 und ABCB2 

zu den Proteinen, die in bestimmten Tumor-Subpopulationen, sogenannten „side populati-

ons“ (SP), überexprimiert vorkommen. Bei diesen Populationen handelt es sich um Tumor-

zellen, die bereits für verschiedene Tumorentitäten, auch dem HNSCC, nachgewiesen wur-

den. Diese besonders resistenten, tumorgenen und invasiven Zellen werden auch als Tu-

morstammzellen bezeichnet.[139-141]  

Die SP lassen sich durch eine verringerte Färbung durch den Fluoreszenz-Farbstoff Hoechst 

33342 klassifizieren, der hauptsächlich durch ABCG2 aus den Zellen ausgeschleust wird.[142] 

Die Überexpression von ABCG2 in SP des oralen Plattenepithelkarzinoms zeigte eine deut-

liche Korrelation mit der Chemoresistenz gegenüber Cisplatin, 5-FU und Paclitaxel[143]. Dar-

über hinaus wurde ABCG2 bereits für verschiedene Tumorentitäten als potenzielle Oberflä-

chenmarker für SPs beschrieben[144-147]. Allerdings wird ABCG2 nicht exklusiv von SP-Zellen, 

sondern auch in anderen Tumorzellen und gesundem Gewebe exprimiert, weshalb einige 

Autoren zusätzliche Marker für eine Klassifikation als SP forderten.[148] 

In ihrer Studie beschrieben Chen et al.[149] die gesteigerte Proliferation von ABCG2-positiven 

Zellen als einer der zugrunde liegenden Mechanismen für die Resistenzwirkung in SP-Zellen. 

Durch Silencing mit spezifischer ABCG2-siRNA konnte ein Zellarrest erreicht werden. Die 

Autoren vermuteten eine ABCG2 vermittelte Proliferation durch den Abtransport von en-

dogenen Substraten, da eine der Zelllinien nicht mit Zytostatika behandelt wurde. In unse-

ren Untersuchungen konnte ebenfalls ein Proliferationsanstieg in Zellen mit ABCG2-Über-

expression nachgewiesen werden. Die Zelllinie PCI-9, die die höchsten ABCG2-Expressions-

werte nach Präinkubation mit Cisplatin aufwies, zeigte nach dieser Induktion erhöhte rela-

tive Zellzahlen bei geringen Cisplatinkonzentrationen. 

Genau wie TAP1 kann ABCG2 ebenfalls NF-κB-Pathway vermittelt überexprimiert werden. 

Die Aktivierung dieser Signalwege kann sowohl durch exogene zytotoxische als auch durch 

endogene Stimuli getriggert werden.[150-152] Dabei scheint die Wirkung auf den Zellstress 

allerdings gegensätzlich zu der proinflammatorischen Wirkung von TAP1 zu sein. Andere 
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Untersuchungen legten eine Beteiligung von ABCG2 bei der Bewältigung von oxidativem 

Stress nahe. Hierbei wurde der Efflux verschiedener toxischer und proinflammatorischer 

Substanzen durch ABCG2 vermutet.[153, 154] In kolorektalen Karzinomzelllinien, die Resisten-

zen gegen platinbasierte Chemotherapie aufwiesen, konnten Hsu et al.[150] zeigen, dass 

durch verstärkte ABCG2 Expression die Stressmarker des endoplasmatischen Retikulums 

deutlich reduziert vorlagen. Durch Inhibition von ABCG2 waren sowohl die Resistenz als 

auch die Stressmarkerlevel reversibel.  

Unsere Ergebnisse zeigten, dass TAP1 im Vergleich zu ABCG2, mit zunehmender Inkubati-

onsdauer stärker exprimiert vorlag. Das Expressionsniveau von TAP1 war auch nach einem 

Cisplatin freien Intervall weiterhin erhöht. Da TAP1 im Kontrast zu ABCG2 in die proinflamm-

atorische Signalkaskade eingeschalten ist, lies das die Annahme zu, dass gesteigerte Inflam-

mation für die Tumorzellen ein potenziell wichtiger Selektionsfaktor für Resistenzen bei der 

Inkubation mit Cisplatin sein könnte.  

Der Efflux von Chemotherapeutika ist bisher der am besten untersuchte Resistenzmecha-

nismus der ABC-Transporter. Allerdings scheinen diese Transporter Chemoresistenzen bei-

spielsweise auch durch die Bildung von Tumorstammzellen, die proinflammatorische Wir-

kung oder die Senkung des Zellstresses zu vermitteln. 

 

4.3 Limitationen des Studiendesigns 

Eine Übertragung von in vitro Studien auf den Organismus ist prinzipiell problematisch, da 

nur ein kleiner Teil des gesamten Systems untersucht wird. Gerade für Tumorzellen bedeu-

tet das, dass beispielsweise die zuvor beschriebenen Wechselwirkungen wie Inflammation 

durch die Abwesenheit des Immunsystems nicht endgültig geklärt werden können. Den-

noch ermöglichen diese Untersuchungen die Erstellung von Modellen, die später in Tierver-

suchen oder klinischen Studien verifiziert werden können. Im Folgenden sollen das Design 

und die Durchführung der vorliegenden Studie diskutiert werden. 
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Die für die Zytotoxizitätstests verwendeten Kristallviolett-Assays stellen eine seit Langem 

etablierte gut untersuchte Methode zur Zellviabilitätsprüfung dar.[155] Ihre Vorteile sind da-

bei ein hoher Durchsatz an Assays, die Möglichkeit der Lagerung und verlässliche Ergebnisse 

bei relativ geringen Zellzahlen.[156] Da für die Untersuchung der Zellviabilität verschiedene 

Inkubationszeiten und verschiedene Cisplatindosen getestet wurden, mussten viele Zyto-

toxtests mit den fünf Zelllinien durchgeführt werden. Da PCI-1 und PCI-13 zusätzlich cispla-

tinsensitiv waren und ihre Zellzahl durch geringe Cisplatinkonzentrationen stark absanken, 

stellten die Kristallviolett-Assays für diesen Zweck eine gute Messmethode dar. 

Allerdings zeigen Kristallviolett-Assays eine Schwäche bei der Untersuchung von Prolifera-

tion und Änderung des Metabolismus.[157] Derartige Prozesse beeinflussen möglicherweise 

die Resistenzentwicklung. Aus diesem Grund sollten in weitere Untersuchungen zusätzlich 

WST oder MTT Assays durchgeführt werden, da Proliferation und Metabolismus der Zellen 

von ihnen besser abgebildet werden. 

Des Weiteren können nicht-adhärente Zellen von Kristallviolett-Assays nicht gemessen wer-

den.[156] Für Bronchialkarzinomzellen konnte Liang et al. zeigen, dass die Expression von 

ABCG2 mit der von E-Cadherin korrelierte. Eine höhere ABCG2 Expressionen neigten über 

EMT zu vermehrter Adhärenz, während niedrigere Expressionen zu verringerter Adhärenz 

und Zellmigration führten.[158] Der Verlust der Zelladhärenz scheint allerdings in den Versu-

chen der vorliegenden Studie keine Rolle zu spielen, da durch die Inkubation mit Cisplatin 

bei den Zelllinien PCI-1 und PCI-52, die ABCG2 geringer exprimierten, keine signifikanten 

Zellviabilitätsveränderungen aufwiesen. 

Die in unserer Studie ausgewählten Transporter wurden bereits in verschiedenen Studien 

in Zusammenhang mit MDR gebracht. Neben den 49 beim Menschen identifizierten ABC-

Transportern gibt es noch weitere Transporter, die potenziell mit Resistenzen assoziiert 

sind.[89] Eine Beschränkung auf vielversprechende Kandidaten war darum nötig. Allerdings 

wurde versucht, auch bisher wenig diskutierte Transportern wie TAP1 einzuschließen. 

Die gezeigten Transporterexpressionen sollten in weiteren Untersuchungen verifiziert wer-

den, um nachzuweisen, ob sie nur als Marker für Cisplatinresistenzen einsetzbar sind, oder 
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direkt Resistenzen verursachen. Einige Autoren konnten durch knock-down der von ihnen 

untersuchten Transporter-Gene die Tumorzellen resensitivieren[86, 115], andere konnten die-

sen Effekt mit spezifischen Inhibitoren erzielen[150]. Für die Klinik ergibt sich ein großes In-

teresse für den Einsatz solcher Inhibitoren. Durch Identifikation resistenzverursachender 

Transporter in HNSCC könnte die Chemotherapie in Kombination mit spezifischen Inhibito-

ren deutlich effektiver eingesetzt werden.  

 

4.4 Schlussfolgerung 

Die von uns durchgeführte Studie konnte bei keiner der fünf Zelllinien eine Resistenzent-

wicklung gegenüber Cisplatin nachweisen, weder durch eine gesteigerte Dosis noch über 

eine Verlängerung der Inkubationszeit. Drei der verwendeten Zelllinien wiesen allerdings 

eine intrinsisch bestehende Cisplatinresistenz auf.  

Diese resistenten Zelllinien zeigten bei der Inkubation mit Cisplatin veränderte Expressio-

nen von bekannten Cisplatin-Efflux-Transportern. Dies lässt darauf schließen, dass diese 

ABC-Transporter zu den ersten Verteidigungsmechanismen der Zellen gehören, während 

andere Mechanismen dann im Verlauf an Bedeutung gewinnen. Ebenfalls konnte mit zu-

nehmender Inkubationsdauer eine Überexpression von ABC-Transportern beobachtet wer-

den, deren Substratspektrum Cisplatin nicht umfasste. Allerdings zeigte sich keiner der 

Transporter in allen resistenten Tumorzellen überexprimiert, weshalb die Chemoresistenz 

dieser Tumorzelllinien nicht auf einen einzelnen Transporter zurückzuführen war. Diese 

Transporter scheinen in verschiedener Weise in die Zellfunktionen einzugreifen, weshalb 

sie weiterer Untersuchungen bedürfen. Die Ergebnisse dieser Studie könnten bei Tumoren 

mit ähnlichen Expressionsprofilen die Grundlage für zukünftige personalisierte Tumorthe-

rapie darstellen. 
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5 Zusammenfassung 

ABC-Transporter sind ein wichtiger Aspekt bei der Entwicklung von Resistenzen gegen 

Chemotherapeutika. Ziel dieser Studie war es, die Resistenzentwicklung in HNSCC-Zelllinien 

im Zusammenhang mit verschiedenen Cisplatinkozentrationen und Inkubationszeiten zu 

analysieren, sowie die Expression von ABC-Transportern via semi-quantitativer RT-PCR in 

diesen Zellen zu untersuchen. Die Zellen zeigten dabei keine relevante Resistenzentwick-

lung im Sinne eines Anstiegs der IC50. Bei drei der Zelllinien konnte jedoch eine hohe intrin-

sische Cisplatinresistenz beobachtet werden. Diese resistenten Zelllinien wiesen nach Inku-

bation mit Cisplatin deutlich höhere Expressionswerte für TAP1, TAP2, ABCG2 sowie die 

ABCC-Transporterfamilie auf. Dabei zeigte sich, dass die Expression der ABCC-Familie mit 

zunehmender Inkubationsdauer abnahm. TAP1 in PCI-9 und PCI-68 war auch noch nach 

vierwöchiger Inkubation stark überexprimiert. 

Die initiale IC50 dieser Zelllinien lag dabei deutlich über der Plasmakonzentration von Pati-

enten mit Hochdosis-Chemotherapie. Die Expression der Transporter aus der ABCC-Familie 

ließ die Vermutung zu, dass diese Transporter initial zur Resistenz gegen Cisplatin beitrugen, 

allerdings mit zunehmender Inkubationsdauer an Bedeutung verloren. Diese Annahme 

wurde dadurch gestützt, dass die HNSCC-Zelllinien nach einem inkubationsfreien Intervall 

von vier Wochen im Anschluss an die Inkubation mit Cisplatin deutliche Überexpressionen 

der ABCC-Transporterfamilie zeigten. Auch für Transporter (ABCG2 und TAP-Transporter), 

die keine Effluxfunktion für Cisplatin besitzen, konnte ein Zusammenhang der Expression 

mit der Resistenz der HNSCC-Zellen beobachtet werden. Der Beitrag dieser Transporter zur 

Resistenz von Tumorzellen könnte über deren Funktionen im Metabolismus von Tumorzel-

len, deren Fähigkeiten Tumorstammzellen zu bilden und dem Efflux endogener Zellstress 

verursachender Substrate erklärt werden. Allerdings werden diese Transporter erst seit kur-

zem mit Resistenzen gegen Cisplatin in Verbindung gebracht. Aufbauend auf diese Studie 

wäre eine Verifizierung der Kausalität des Resistenzmechanismus durch knock-down und 

Inhibition der von uns untersuchten Transporter sinnvoll. 
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Appendix  

Appendix 1: PCI-1 Transporterexpression normalized to control nach Inkubation mit IC20 Cisplatins (n=2) 

Transporter Inkubationszeit MW 68 % - CI 

ABCG2 

24 h 0,154 0,147 0,160 

48 h 0,196 0,089 0,367 

4 Wochen 1,362 1,101 1,661 

ABCC5 

24 h 0,968 0,749 1,227 

48 h 0,950 0,947 0,953 

4 Wochen 1,025 0,848 1,225 

ABCC4 

24 h 0,714 0,711 0,718 

48 h 0,748 0,710 0,787 

4 Wochen 0,931 0,744 1,148 

ABCC3 

24 h 0,640 0,500 0,804 

48 h 1,030 0,947 1,117 

4 Wochen 0,618 0,472 0,791 

ABCC2 

24 h 0,754 0,589 0,948 

48 h 0,510 0,451 0,573 

4 Wochen 1,245 0,943 1,606 

ABCC1 

24 h 0,876 0,797 0,960 

48 h 0,905 0,642 1,230 

4 Wochen 1,050 0,910 1,205 

ABCB11 

24 h 0,909 0,444 1,619 

48 h 1,785 0,520 4,266 

4 Wochen 0,762 0,617 0,928 

ABCB4 

24 h 0,565 0,242 1,093 

48 h 0,840 0,353 1,644 

4 Wochen 1,491 1,296 1,704 

Tap2 

24 h 1,012 0,792 1,270 

48 h 1,231 1,161 1,304 

4 Wochen 0,577 0,527 0,631 

Tap1 

24 h 0,560 0,416 0,736 

48 h 1,235 0,892 1,657 

4 Wochen 0,282 0,246 0,321 

ABCB1 

24 h 0,750 0,641 0,871 

48 h 1,291 0,871 1,827 

4 Wochen 1,592 1,259 1,980 

ABCA2 

24 h 0,677 0,516 0,868 

48 h 1,439 1,385 1,495 

4 Wochen 0,210 0,195 0,224 



    

 

Appendix 2: PCI-13 Transporterexpression normalized to control nach Inkubation mit IC20 Cisplatins (n=2) 

Transporter Inkubationszeit MW 68 % - CI 

ABCG2 

24 h 1,545 1,048 2,180 

48 h 1,107 0,565 1,917 

4 Wochen 1,245 1,110 1,392 

ABCC5 

24 h 0,230 0,015 0,939 

48 h 1,422 0,836 2,233 

4 Wochen 0,711 0,509 0,961 

ABCC4 

24 h 0,574 0,454 0,714 

48 h 2,177 1,143 3,700 

4 Wochen 0,734 0,707 0,762 

ABCC3 

24 h 0,470 0,179 0,977 

48 h 1,747 0,810 3,218 

4 Wochen 0,413 0,315 0,529 

ABCC2 

24 h 1,673 1,136 2,357 

48 h 1,791 1,713 1,872 

4 Wochen 0,657 0,603 0,714 

ABCC1 

24 h 0,538 0,300 0,879 

48 h 1,849 1,808 1,890 

4 Wochen 0,700 0,578 0,837 

ABCB11 

24 h 1,241 1,049 1,456 

48 h 2,964 2,120 4,007 

4 Wochen 0,220 0,163 0,289 

ABCB4 

24 h 0,245 0,000 1,963 

48 h 0,569 0,000 4,552 

4 Wochen 0,278 0,264 0,292 

Tap2 

24 h 0,685 0,596 0,782 

48 h 1,824 1,603 2,065 

4 Wochen 1,464 1,444 1,484 

Tap1 

24 h 0,726 0,536 0,958 

48 h 1,830 1,332 2,438 

4 Wochen 1,709 1,397 2,065 

ABCB1 

24 h 0,338 0,044 1,131 

48 h 1,081 0,259 2,832 

4 Wochen 1,003 0,763 1,288 

ABCA2 

24 h 0,733 0,730 0,736 

48 h 2,967 2,597 3,371 

4 Wochen 0,388 0,255 0,560 

 

  



    

Appendix 3: PCI-9 Transporterexpression normalized to control nach Inkubation mit IC20 Cisplatins (n=2) 

Transporter Inkubationszeit MW 68 % - CI 

ABCG2 

24 h 5,524 4,661 6,489 

48 h 2,406 2,386 2,426 

4 Wochen 5,465 4,845 6,137 

ABCC5 

24 h 1,157 0,818 1,579 

48 h 0,342 0,305 0,382 

4 Wochen 0,509 0,392 0,648 

ABCC4 

24 h 1,775 1,491 2,093 

48 h 0,830 0,620 1,083 

4 Wochen 1,913 1,579 2,291 

ABCC3 

24 h 1,738 1,581 1,905 

48 h 0,787 0,627 0,971 

4 Wochen 0,839 0,610 1,119 

ABCC2 

24 h 2,766 2,589 2,951 

48 h 1,031 0,816 1,280 

4 Wochen 2,000 1,651 2,394 

ABCC1 

24 h 1,728 1,450 2,040 

48 h 0,957 0,683 1,296 

4 Wochen 1,236 1,020 1,480 

ABCB11 

24 h 0,598 0,000 4,785 

48 h 0,161 0,000 1,290 

4 Wochen 0,115 0,074 0,169 

ABCB4 

24 h 0,040 0,000 0,318 

48 h 0,010 0,000 0,081 

4 Wochen 0,000 0,000 0,000 

Tap2 

24 h 2,665 1,832 3,720 

48 h 2,237 1,640 2,963 

4 Wochen 2,191 2,035 2,354 

Tap1 

24 h 3,391 2,801 4,058 

48 h 3,346 3,275 3,419 

4 Wochen 4,255 3,755 4,797 

ABCB1 

24 h 0,006 0,000 0,046 

48 h 0,008 0,000 0,063 

4 Wochen 0,088 0,086 0,090 

ABCA2 

24 h 2,306 1,861 2,818 

48 h 1,305 1,154 1,468 

4 Wochen 0,899 0,775 1,035 

 

  



    

Appendix 4: PCI-52 Transporterexpression normalized to control nach Inkubation mit IC20 Cisplatins (n=2) 

Transporter Inkubationszeit MW 68 % - CI 

ABCG2 

24 h 0,831 0,119 2,677 

48 h 0,724 0,035 3,162 

4 Wochen 1,476 1,322 1,642 

ABCC5 

24 h 1,081 0,475 2,057 

48 h 2,471 0,757 5,760 

4 Wochen 0,498 0,494 0,503 

ABCC4 

24 h 0,146 0,000 1,168 

48 h 2,550 1,697 3,648 

4 Wochen 1,338 1,272 1,406 

ABCC3 

24 h 0,784 0,548 1,081 

48 h 2,527 2,071 3,046 

4 Wochen 0,870 0,683 1,088 

ABCC2 

24 h 0,965 0,542 1,565 

48 h 2,399 1,578 3,466 

4 Wochen 0,783 0,726 0,843 

ABCC1 

24 h 1,415 1,192 1,663 

48 h 2,321 2,169 2,479 

4 Wochen 1,007 0,972 1,042 

ABCB11 

24 h 0,230 0,225 0,236 

48 h 0,455 0,250 0,747 

4 Wochen 0,021 0,016 0,025 

ABCB4 

24 h 1,176 0,037 5,614 

48 h 2,199 0,107 9,614 

4 Wochen 0,001 0,000 0,008 

Tap2 

24 h 2,436 1,784 3,230 

48 h 3,658 1,948 6,157 

4 Wochen 1,052 0,941 1,171 

Tap1 

24 h 1,980 1,560 2,470 

48 h 3,205 2,118 4,612 

4 Wochen 0,956 0,672 1,309 

ABCB1 

24 h 0,000 0,000 0,001 

48 h 0,000 0,000 0,000 

4 Wochen 0,000 0,000 0,000 

ABCA2 

24 h 0,708 0,470 1,014 

48 h 1,506 1,177 1,892 

4 Wochen 0,835 0,607 1,113 

 

  



    

Appendix 5: PCI-68 Transporterexpression normalized to control nach Inkubation mit IC20 Cisplatins (n=2) 

Transporter Inkubationszeit MW 68 % - CI 

ABCG2 

24 h 2,541 1,642 3,720 

48 h 4,901 3,442 6,724 

4 Wochen 1,265 1,062 1,491 

ABCC5 

24 h 0,692 0,471 0,974 

48 h 2,676 1,184 5,078 

4 Wochen 1,337 1,282 1,394 

ABCC4 

24 h 0,487 0,240 0,864 

48 h 1,962 0,631 4,458 

4 Wochen 1,944 1,937 1,952 

ABCC3 

24 h 1,428 1,076 1,849 

48 h 6,485 5,858 7,155 

4 Wochen 2,597 2,181 3,063 

ABCC2 

24 h 0,515 0,131 1,314 

48 h 2,222 0,327 7,089 

4 Wochen 0,792 0,683 0,911 

ABCC1 

24 h 0,806 0,683 0,943 

48 h 3,999 2,612 5,806 

4 Wochen 1,517 1,449 1,587 

ABCB11 

24 h 0,394 0,000 3,149 

48 h 2,927 0,324 10,273 

4 Wochen 1,560 1,307 1,844 

ABCB4 

24 h 0,000 0,000 0,000 

48 h 0,000 0,000 0,000 

4 Wochen 0,000 0,000 0,000 

Tap2 

24 h 0,738 0,296 1,485 

48 h 2,711 0,462 8,191 

4 Wochen 2,683 2,628 2,738 

Tap1 

24 h 1,622 1,176 2,167 

48 h 8,816 3,572 17,638 

4 Wochen 3,475 3,269 3,690 

ABCB1 

24 h 0,099 0,000 0,792 

48 h 1,605 0,000 12,841 

4 Wochen 2,509 2,000 3,096 

ABCA2 

24 h 0,532 0,265 0,937 

48 h 3,736 1,444 7,682 

4 Wochen 0,964 0,942 0,988 
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