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1 Einleitung 

1.1 Das kleinzellige Bronchialkarzinom 

1.1.1 Epidemiologie, Pathologie, Therapie 

Bronchialkarzinome zählen in den westlichen Industrienationen zu den häufigsten 

Krebsarten. 1997 erkrankten in Deutschland schätzungsweise 28.200 Männer und 8.900 

Frauen an malignen Lungentumoren (DATEN DES GESUNDHEITSWESENS 1999). In den 

USA traten 2001 bei Männer geschätzt 90.700, bei Frauen 78.800 Neuerkrankungen auf 

(AMERICAN CANCER SOCIETY, CANCER FACTS AND FIGURES 2001). Die Inzidenz lag 

damit an zweiter Stelle hinter dem Prostatakarzinom bzw. dem Mammakarzinom. 

Bronchialkarzinome weisen jedoch die höchste Tumormortalität mit 70 pro 100.000 der 

Männer und 34 pro 100.000 der Frauen in den USA auf (WINGO 1999). In Deutschland 

lag die altersstandardisierte Mortalitätsrate 1999 bei 41,6 (Männer) und 10,2 (Frauen) 

pro 100.000 (DKFZ HEIDELBERG, KREBSATLAS). Während bei Männern Inzidenz und 

Mortalität in den letzten Jahren gesunken sind, ist die Tendenz unter Frauen weiterhin 

steigend und dürfte in Kürze die Brustkrebsinzidenz überholt haben (WINGO 1999, 

DKFZ HEIDELBERG, KREBSATLAS). Die gesamte 5-Jahres-Überlebensrate liegt bei ca. 

15% (BEPLER 1999, LOTAN 1997b). 

Der wesentliche Risikofaktor für die Entwicklung eines Bronchialkarzinoms ist im 

Rauchen zu sehen. So erhöht sich ab 20 „packyears“ das relative Risiko für Männer um 

den Faktor 17, für Frauen um das 10fache. Bereits durch Passivrauchen verdoppelt sich 

ungefähr das Lungentumorrisiko (BEPLER 1999), und noch nach 10 Jahren besteht für 

ehemalige Raucher ein deutlich erhöhtes Erkrankungsrisiko (LOTAN 1997b). Die 

Hauptcarcinogene im Tabakrauch gehören zur Gruppe der Nitrosamine, der aroma-

tischen Amine sowie der polyzyklischen Kohlenwasserstoffe, hier insbesondere Benzo-

a-pyren (FONG 1999, MINNA 1997). Weitere exogene Risikofaktoren stellen Asbest, 

Kohlenstaub, Radon, Nickel und Chrom dar (BEPLER 1999). Neben diesen exogenen 

existieren auch endogene ätiologische Faktoren. Dies sind vor allem Polymorphismen 

des Cytochroms P450 und der Glutathion-S-Transferase, die eine Giftung im Rahmen 

des Katabolismus bewirken (BEPLER 1999, FONG 1999). 
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Bronchialkarzinome werden nach histologischen und pathologischen Gesichtspunkten 

in verschiedene Gruppen unterteilt. Dem kleinzelligen Bronchialkarzinom (SCLC), 

welches 20-25% der Lungentumoren ausmacht, steht die heterogene Gruppe der nicht-

kleinzelligen Bronchialkarzinome (NSCLC) gegenüber. Diese umfaßt als wichtigste das 

Plattenepithelkarzinom (40%), das Adenokarzinom (15-20%), das großzellig-anaplasti-

sche Karzinom (5-10%) sowie weitere seltenere Tumorentitäten (WOLF 1998). 

Das SCLC ist ähnlich wie das Plattenepithelkarzinom vor allem zentral lokalisiert 

(WOLF 1998), beide Typen sind fast ausschließlich mit dem Rauchen assoziiert (BEPLER 

1999, JOHNSON 1999). Paraneoplastische Syndrome finden sich häufiger beim SCLC als 

beim NSCLC (WOLF 1998). Kleinzellige Bronchialkarzinome sind klinisch charakteri-

siert durch ein rasches aggressives Wachstum mit frühzeitiger Metastasierung. Unbe-

handelt liegt die mediane Überlebenszeit nach Diagnosestellung bei ungefähr drei 

Monaten und erhöht sich unter Behandlung auf 9-12 Monate (BÜLZEBRUCK 1998, WOLF 

1998). Zum Vergleich beträgt die mediane Überlebenszeit des NSCLC 15-18 Monate 

(BEPLER 1999). Die 5-Jahres-Überlebenswahrscheinlichkeit liegt beim SCLC bei ledig-

lich 3-8% und ist damit die niedrigste unter den Lungentumoren (BÜLZEBRUCK 1998). 

Bereits 40% der Patienten weisen bei Diagnosestellung Fernmetastasen auf 

(BÜLZEBRUCK 1998), 90% Metastasen in medianen Lymphknoten (WOLF 1998). Die 

Prognose des SCLC ist sowohl vom Stadium als auch vom Ort der Metastasen abhän-

gig (BÜLZBRUCK 1998). Frauen zeigen dabei bis zum 60. Lebensjahr einen günstigeren 

Verlauf (WOLF 1998).  

Das rasche Fortschreiten der Erkrankung und die schlechten Therapiemöglichkeiten 

finden ihren Ausdruck in einer vereinfachten Tumor-Klassifikation. Zwar setzt sich 

inzwischen als staging-Verfahren zunehmend das TNM-System durch (BÜLZEBRUCK 

1998), gebräuchlich ist aber immer noch die vereinfachte Klassifizierung der VALG 

(Veterans Administration Lung Cancer Study Group). „Limited disease“ bezeichnet 

darin die Beschränkung des Tumors auf einen Hemithorax mit oder ohne ipsilateralen 

Lymphknotenbefall, alle anderen Konstellationen fallen in das Stadium „extensive 

disease“ (BÜLZEBRUCK 1998). Die Marburger Klassifikation erweitert diese Stadienein-

teilung unter klinischen Aspekten um die Gruppen „very limited disease“ sowie 

„extensive disease I“, „extensive disease IIa“und „extensive disease IIb“ (WOLF 1998).  

Kleinzellige Bronchialkarzinome sind im Gegensatz zum NSCLC zunächst chemo- und 

strahlensensibel. Sie werden standardmäßig mit einer kombinierten Chemotherapie 

behandelt, im limited stage zusätzlich noch bestrahlt (JOHNSON 1999). Im Laufe der 
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Behandlung entwickelt sich aber meist eine Resistenz, die vermutlich auf Übergänge 

der SCLC-Zellen zu NSCLC-Formen zurückzuführen ist (GAZDAR 1985, KALEMKERIAN 

1994). In Biopsiematerial aus Primärtumoren finden sich häufig nicht nur reine SCLC-

Zellen, sondern auch Mischtumoren, die Anteile von Plattenepithelkarzinom- oder 

Adenokarzinomzellen enthalten (DOYLE 1989). 

Die sehr schlechte Prognose des SCLC und die beschränkten Therapieerfolge machen 

neue Behandlungsstrategien nötig. Neben dem Einsatz neuer Zytostatika (JOHNSON 

1999) gewinnt dabei die Prävention zunehmend an Gewicht. Wichtigster Ansatz ist 

hierbei der Rückgang des Rauchens, der im wesentlichen die Inzidenz der malignen 

Lungentumoren beeinflußt, wie das Beispiel USA zeigt (WINGO 1999). Aber auch 

Chemoprävention könnte das Auftreten neuer Bronchialkarzinome verringern (s. dazu 

Kapitel 1.2). 

 

1.1.2 Histologische Einteilung und molekulare Grundlagen 

Die Gewinnung von permanenten Zellinien aus primärem Tumorbiopsiematerial 

stellte die entscheidende Voraussetzung für die Erforschung des Bronchialkarzinoms 

dar. Eine Überprüfung anhand von NSCLC-Zellinien ergab auch nach vielen Passagen 

der Kulturhaltung eine gute Übereinstimmung der Eigenschaften mit dem Ausgangs-

material (WISTUBA 1999). Das folgende Kapitel soll einen kurzen Überblick über die 

wichtigsten Charakteristika der SCLC-Zellinien geben. 

Das kleinzellige Bronchialkarzinom zählt zu den neuroendokrinen Lungentumoren, 

die außer dem SCLC typische und atypische Karzinoide (TC, AC) sowie das groß-

zellige neuroendokrine Karzinom (LCNEC) umfassen (ONUKI 1999). Als Zellen mit 

neuroendokrinen Eigenschaften werden sie dem APUD-Zellsystem zugerechnet 

(APUD = Amine Precursor Uptake and Decarboxylation). Gekennzeichnet sind die 

Zellen des SCLC durch die Expression folgender Enzyme: L-DOPA-Decarboxylase 

(DDC), Bombesin-ähnliche Immunoreaktivität (BLI), Neuron-spezifische Enolase 

(NSE) und BB-Isoenzym der Kreatinkinase (CK-BB) (CARNEY 1985, GAZDAR 1985).  

Die WHO unterteilte 1982 die SCLC-Zellen morphologisch in „oat-cells“ und „inter-

mediate cells“, wobei erstere vermutlich eine degenerierte Form der intermediären 

Zellen darstellen. Darüber hinaus finden sich in einigen Präparaten zwischen den 

intermediären Zellen solche, die mit ihren prominenten Nukleoli morphologisch an 
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Großzeller erinnern (CARNEY 1985, GAZDAR 1985). Eine klinische Relevanz dieser 

Unterscheidung konnte jedoch nicht beobachtet werden (BEPLER 1989, GAZDAR 1985). 

Von größerer Bedeutung scheint dagegen die Unterteilung der SCLC-Zellinien in 

variante und klassische Subtypen zu sein. In varianten Formen ist weder L-Dopa-

Decarboxylase noch Bombesin-ähnliche Immunoreaktivität nachweisbar, die Expres-

sion von NSE und CK-BB bleibt erhalten. Morphologisch entsprechen sie in der Regel 

den erwähnten Großzellern. Typisch ist ihr schnelles Wachstum in lockeren Zellaggre-

gaten und eine hohe Koloniebildungsrate. Im Gegensatz zur klassischen Form zeigen 

sie eine starke Überexpression oder Amplifikation von Genen der myc-Familie (s.u.) 

(CARNEY 1985, GAZDAR 1985). Bepler et al. (1989) ergänzten die beiden Subtypen noch 

um einen dritten, den sog. ‚transienten‘ oder Übergangstyp. Dieser weist trotz der c-

myc Überexpression noch neuroendokrine Differenzierung bei mittlerer Wachstums-

geschwindigkeit auf. Diese Einteilung wird auch in der vorliegenden Arbeit gewählt. 

Zellinien, die c-myc überexprimieren, stammen in der Regel von Patienten, die zuvor 

mit einer Chemotherapie behandelt wurden (FONG 1999). Sie sind meist radioresistent 

(LEVIN 1994) und besitzen eine schlechtere klinische Prognose (BEPLER 1999, CARNEY 

1985, GAZDAR 1985, JOHNSON 1987). 

Bronchialkarzinome weisen auf molekularer Ebene eine Reihe typischer chromoso-

maler und genetischer Veränderungen auf, hiervon betroffen sind Proto-Onkogene 

ebenso wie Tumorsuppressorgene, DNA-Reparatur-Gene und Wachstumsfaktoren mit 

ihren Rezeptoren.  

Wichtige autokrine Wachstumsfaktoren des SCLC sind das Gastrin-releasing-Peptide 

(GRP) (= Bombesin) und die Insulin-like-Growth-Factors (IGFs) (FONG 1999, 

HAVEMANN 1990). Während das für eine Tyrosinkinase kodierende KIT-Proto-

Onkogen vorwiegend von SCLC exprimiert wird, findet man die Wachstumsfaktor-

Rezeptoren erbB1 und erbB2 bei NSCLC vor (FONG 1999, MINNA 1997).  

Eine Amplifikation und Überexpression der myc-Familie c-myc, N-myc und L-myc, 

die für Transkriptionsfaktoren kodieren und eine wichtige Rolle in der Regulation des 

Zellzyklus und der Proliferation spielen, ist kennzeichnend für den varianten Subtyp 

des SCLC. Vereinzelt tritt das c-myc-Gen auch im klassischen Subtyp oder im NSCLC 

auf. Dagegen ist das Proto-Onkogen K-ras fast ausschließlich beim NSCLC zu finden 

(FONG 1999, MINNA 1997). 

Fast alle SCLC-Zellinien (75-100%) weisen schon im frühen Stadium eine Punktmuta-

tion des Tumorsuppressor-Gens p53 oder eine abnormale Expression (40-70%) auf. 
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Gerade diese Veränderung ist eng mit dem Rauchen assoziiert. Ebenso häufig ist im 

SCLC die Inaktivierung eines weiteren Tumorsuppressor-Gens, des Retinoblastom-

Gens, während diese Veränderung nur in 15-30% der NSCLC erscheint. Der Verlust 

des kurzen Arms von Chromosom 3, der in nahezu allen Bronchialkarzinomen auftritt, 

wird ebenfalls mit dem Verlust eines Tumorsuppressor-Gens gleichgesetzt (FONG 1999, 

MINNA 1997). 

Das Produkt des anti-apoptotischen Onkogens bcl-2 ist interessanterweise in den 

chemosensiblen SCLC-Zellen fast immer erhöht und korreliert mit dem Grad der 

neuroendokrinen Expression, während NSCLC-Zellen bcl-2 nur in geringerem Aus-

maß exprimieren. Eine apoptotische Wirkung besitzen die vor kurzem auf der Zell-

membran von Bronchialkarzinom-Zellinien entdeckten Opioid-Rezeptoren. Die eben-

falls vorhandenen Nikotin-Rezeptoren scheinen deren Wirkung zu antagonisieren und 

könnten auf diese Weise einen Teil der Nikotinwirkung aus Tabakrauch vermitteln 

(FONG 1999).  

 

1.2 Retinoide in der Chemoprävention 

1.2.1 Der Begriff Chemoprävention 

Sporn führte in den siebziger Jahren die Bezeichnung Chemoprävention in Zusammen-

hang mit den Retinoiden ein (SPORN 1976). Chemoprävention soll das Krebsrisiko für 

gefährdete Personen durch Einnahme von nicht-toxischen Substanzen, welche 

Carcinogenese supprimieren oder revidieren können, senken. Dies kann auf Ebene der 

Tumor-Initiation, -Promotion oder –Progression erfolgen (NAIK 1995). Je nach Ziel-

gruppe lassen sich dabei drei Formen von Chemoprävention unterscheiden. Primäre 

Chemoprävention soll gesunde Personen mit hohem Erkrankungsrisiko, wie z.B. 

Raucher, erfassen. Sekundäre Chemoprävention erstreckt sich auf Patienten mit 

Präkanzerosen, wie beispielsweise oralen Leukoplakien oder aktinischer Keratinose. 

Tertiäre Chemoprävention schließlich findet ihre Anwendung bei Patienten mit hohem 

Risiko für Zweittumoren (DEPALO 1995).  

Insbesondere Tumoren der oberen Atem- und Speisewege bieten sich aus mehreren 

Gründen für eine chemopräventive Behandlungsstrategie an. Die Carcinogenese im 

oberen Luft- und Speisetrakt verläuft als mehrstufiger Prozeß, in dem es zu einer 

Reihung von Genveränderungen kommt, die letztlich in einem malignen Tumor 
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enden. Diese Veränderungen treten nach dem Konzept der ‚field cancerization‘, 

welches Anfang der 50er Jahre erstmals von Slaughter (1953) entwickelt wurde, an 

verschiedenen Stellen des Epithels auf und können sich in unterschiedlichen Stadien 

der Dysplasie befinden. Hervorgerufen werden die Epithelschäden meist durch exo-

gene Noxen, die über lange Jahre einwirken (BENNER 1994, LOTAN 1997a). Das 

Auftreten von ‚field cancerization‘ und die generelle Schadstoffexposition des Epithels  

erklärt die hohe Rate an Zweittumoren, die Plattenepithelkarzinome des Kopf-Hals-

Bereiches (HNSCC) und Bronchialkarzinome aufweisen (BENNER 1995, DEPALO 1995, 

HEYNE 1992, LOTAN 1997b, SAGMAN 1992). Für Patienten mit HNSCC liegt das Risiko, 

einen sekundären Primärtumor zu entwickeln, bei 30% (BENNER 1995), für Patienten 

mit Bronchialkarzinomen noch bei ca. 4% (LOTAN 1997b). Eine systemische Therapie, 

wie sie die Chemoprävention darstellt, erscheint daher gerade für Tumoren der Lunge 

und des Kopf-Hals-Bereiches vielversprechend. 

 

1.2.2 Retinoide 

Unter Retinoiden versteht man Abkömmlinge des 

Vitamin A oder Retinols. Dieser Begriff umfaßt 

auch synthetische Substanzen, die an die Retin-

säure-Rezeptoren binden und spezifische Reak-

tionen hervorrufen können (SPORN 1991).  

Retinoide spielen eine wichtige Rolle in der Embryonalentwicklung, der Proliferation 

und Differenzierung von Epithelzellen und der Inhibition von Carcinogenese (LOTAN 

1997a). Dies erklärt ihr Hauptanwendungsgebiet in der Onkologie und der Dermato-

logie, wo Retinoide wegen ihrer antikeratinisierenden Wirkung und der Reduktion 

von Sebumproduktion erfolgreich eingesetzt werden (PFAHL 1994). 

 

1.2.2.1 Metabolismus und Retinoidrezeptoren 

Die wichtigsten natürlichen Retinoide sind neben Retinol die all-trans-Retinsäure 

(Tretinoin, ATRA) und deren Isomere 9-cis-Retinsäure, 11-cis-Retinsäure und 13-cis-

Retinsäure (Isotretinoin) sowie das Retinaldehyd 11-cis-Retinal, welches eine wichtige 

Funktion für das Sehvermögen besitzt. Die aus der Nahrung aufgenommenen Reti-

COOH

 
All-trans-Retinsäure 
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noide oder β-Carotin als dessen Vorstufe werden in der Leber als Retinyl-Ester gespei-

chert. Der Transport im Serum erfolgt größtenteils als Retinol, welches zu 95% an ein 

Retinol-Bindungsprotein (RBP) bindet (DEPALO 1995, NAIK 1995). Die Aufnahme in die 

Zellen wird außer per Diffusion möglicherweise zusätzlich über RBP-Rezeptoren 

gesteuert (NAIK 1995). Im Zytoplasma erfolgt die Bindung an zelluläre Retinol-Bin-

dungsproteine (CRBP) und die Oxidation zur Retinsäure. All-trans-Retinsäure stellt 

vermutlich die aktive Wirkform des Vitamin A in den meisten Zellen dar und kann 

sowohl über Isomerasen als auch nicht-enzymatisch zu 13-cis-Retinsäure, 11-cis-Retin-

säure oder 9-cis-Retinsäure umgewandelt werden (MAYNE 1997, NAPOLI 1996, 

WARRELL 1994). Die Retinsäuren binden an zelluläre Retinsäure-Bindungsproteine, 

CRABP-I und CRABP-II, welche neben dem zellulären Transport die Konzentration 

der freien Retinsäure regulieren und deren Abbau fördern (BOYLAN 1995, NAIK 1995, 

NAPOLI 1996, WARRELL 1994). Die Funktion der CRABP ist derzeit noch nicht vollstän-

dig geklärt: nicht alle Zellen exprimieren diese Bindungsproteine, so beispielsweise 

auch die kleinzelligen Bronchialkarzinom-Zellinien, und ihre Anwesenheit ist für eine 

Wirkungsvermittlung von ATRA nicht nötig (DOYLE 1989, NAPOLI 1996). Der Abbau 

von ATRA erfolgt im wesentlichen über das Cytochrom-P450-System, dabei ist die 

4-oxo-all-trans-Retinsäure der Hauptmetabolit (ADAMSON 1994). 

Die Wirkung der Retinsäuren wird vor allem über Retinsäure-Rezeptoren vermittelt, 

welche im Kern lokalisiert sind und als Ligand-Rezeptor-Komplex Retinsäure-Rezep-

tor-Response-Elements (RARE) transaktivieren. Diese RARE steuern wiederum als 

Transkriptionsfaktoren die Aktivierung von Zielgenen. Die Retinsäure-Rezeptoren 

zählen ebenso wie die Vitamin-D3-Rezeptoren und Thyroidhormon-Rezeptoren zur 

Superfamilie der Steroidhormon-Rezeptoren. Es existieren zwei Klassen, die RA-

Rezeptoren (RAR) und die RX-Rezeptoren (RXR), welche jeweils drei Subtypen α, β 

und γ bilden. Innerhalb dieser Subtypen lassen sich noch mehrere Isoformen unter-

scheiden. Die RAR binden als Heterodimer mit RXR ihre Liganden ATRA oder 9-cis-

Retinsäure. Dagegen können die RXR auch Homodimere oder Heterodimere mit 

Vitamin-D3-Rezeptoren und Thyroidhormon-Rezeptoren bilden. Nur RXR sind in der 

Lage, 9-cis-Retinsäure zu binden (CHAMBON 1996, LOTAN 1997a, PFAHL 1994). Weitere 

Faktoren, die die Bindung der Liganden und deren Wirkung beeinflussen, sind Inter-

aktionen mit Co-Aktivatoren und die Existenz von ‚orphan receptors‘, Retinsäure-

Rezeptoren ohne bisher bekannte Liganden, die die Wirkung von ATRA modulieren 

und für Resistenzen verantwortlich sein können. Sie wurden auch in Lungenkarzinom-
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zellen nachgewiesen, wo über eine gezielte Expression verschiedener ‚orphan recep-

tors‘ die Empfindlichkeit der Zellinien gegenüber ATRA verändert wurde (WU 1997). 

Die Vielfalt der möglichen Rezeptorwirkungen wird noch durch eine gewebespezifi-

sche und zeitabhängige Expression erhöht (PFAHL 1994, SPORN 1991). Zudem treten die 

Rezeptoren untereinander in Wechselwirkung (MELINO 1997, LA VISTA-PICARD 1996) 

und können teilweise ihre eigene Expression über ein RARE induzieren, wie für RARβ 

bekannt ist (DETHE 1990, LOTAN 1997a). 

All-trans-Retinsäure kann über Interaktion mit AP-1, einem allgemeinen Transkrip-

tionsfaktor, eine Transrepression hervorrufen. Dabei spielt vermutlich neben einer 

Bindung von RARα an der AP-1 binding site (CHAMBON 1996, SPORN 1991) auch eine 

direkte Protein-Protein-Interaktion mit AP-1 (PFAHL 1994, SPORN 1991) eine Rolle. 

Zusätzlich kann ATRA die Transkription von c-fos und/oder c-jun, welche AP-1 

bilden, hemmen (BUSAM 1992, JAFFEY 1992, LI 1994) und dadurch beispielsweise den 

Wachstumsfaktor TGFβ hochregulieren, der in vielen Zellen eine hemmende Wirkung 

besitzt (SALBERT 1993, SPORN 1991). Einige Autoren sehen in der anti-AP-1 Wirkung 

einen Schlüssel zur antitumorigenen Wirkung der Retinoide (CHAMBON 1996, PFAHL 

1994), weil über AP-1, welches die Signale von Peptidhormonen, Onkogenen und 

Tumorsuppressoren vermittelt, eine Verbindung zur Zellmembran hergestellt wird. 

Die Regulation der Rezeptorinteraktionen sowie der Bindungsaffinität der Liganden 

und der RARE verlaufen ausgesprochen komplex. Daher liegen zu den einzelnen 

Rezeptoren wenige Ergebnisse vor, die nicht nur innerhalb der jeweiligen Zellart 

Geltung haben, sondern auch auf andere Zellsysteme übertragbar sind. Eine Aus-

nahme stellt möglicherweise die humane Isoform des RARβ-Rezeptors, der RARβ2-

Rezeptor, dar, welcher insbesondere für die Tumorentwicklung in der Lunge 

interessant ist. Während gesundes Lungengewebe meist RARβ2 exprimiert, ist die 

Expression in Bronchialkarzinomen deutlich reduziert oder fehlt völlig (GEBERT 1991, 

GERADTS 1993, HOULE 1993, XU 1997). Dies läßt sich schon im Stadium von Dysplasien 

beobachten (HOULE 1993, LOTAN 1997a) und gilt in gleicher Weise für andere Platten-

epithelkarzinome des Kopf-Hals-Bereiches (XU 1994), für orale Leukoplakien (LOTAN 

1997a) oder Prostatakarzinome (LOTAN 2000). Bronchialkarzinome weisen in der Regel 

einen Verlust des kurzen Arms von Chromosom 3 auf; dort ist das Gen für den 

RARβ2-Rezeptor lokalisiert (HOULE 1993). Die Mutation des RARβ2-Rezeptors erhöht 

das Risiko, an Lungenkrebs zu erkranken: so entwickelten transgene Mäuse ohne 

RARβ2 vermehrt Bronchialkarzinome (BERARD 1996). In einem Transfektionsassay 
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verminderte die RARβ2-Expression die Tumorinzidenz und Tumorwuchsrate und 

erhöhte die Latenzzeit in vivo (HOULE 1993). Durch ATRA oder 13-cis-Retinsäure kann 

RARβ2 in Tracheobronchial-Epithel oder Bronchialkarzinom-Zellinien hochreguliert 

werden (GEBERT 1991, LIU 1996, LOTAN 1997a, ZHANG 1994), ein Mechanismus, über 

den ein Teil der wachstumshemmenden Wirkung der all-trans-Retinsäure vermittelt 

wird (FRANGIONI 1994, LIU 1996, WEBER 1999). Dies setzt jedoch funktionelle RARβ2-

Rezeptoren voraus, so daß sich nur ein kleiner Teil der Bronchialkarzinom-Zellinien 

durch ATRA inhibieren läßt (GERADTS 1993, HERRLINGER 1994).  

 

1.2.2.2 Retinoidwirkungen 

Retinoide üben auf Epithelzellen eine Vielzahl von Wirkungen aus. So ist all-trans-

Retinsäure essentiell für eine normale fetale Entwicklung. Bei starkem kongenitalen 

Vitamin A-Mangel treten Fehlbildungen des Auges, der Lunge, des kardiovaskulären 

Systems und des Urogenital-Traktes auf (MORRISS-KAY 1996). In der fetalen Lunge 

erhöht ATRA die Anzahl der proximalen Bronchien (NABEYRAT 1998). Vor der Geburt 

führen Retinyl-Ester zur Lungenreifung, welche vermutlich durch ATRA induziert 

wird (CHYTIL 1996).  

Eine weitere wichtige Rolle spielen Retinoide bei der Differenzierung von Epithel-

zellen (CHAMBON 1996, LOTAN 1997A, PFAHL 1994). Diese Differenzierungs-Induktion 

scheint durch Retinsäure-Rezeptoren vermittelt zu sein. Die beteiligten Rezeptoren 

variieren jedoch in Abhängigkeit der untersuchten Zellart (BOYLAN 1995, CLIFFORD 

1999, MELINO 1997, PFAHL 1994). Auch bei hämatopoetischen Stammzellen oder 

Tumorzellen sind Retinoide bei der Differenzierung von Bedeutung (MEHTA 1996, 

DELIA 1993, DIPIETRANTONIO 1996).  

Eine große Anzahl von Zelltypen werden durch ATRA in ihrem Wachstum gehemmt, 

beispielsweise myeloische Leukämiezellen (DELIA 1993, DIPIETRANTONIO 1996, MEHTA 

1996), embryonale Karzinomzellen (BOYLAN 1995), Zervixkarzinom-Zellinien (ORIDATE 

1995), HNSCC (ZOU 1994), Neuroblastom-Zellinien (PONZONI 1995, REYNOLDS 1997) 

oder Mammakarzinom-Zellinien (KAZMI 1996). Die dazu benötigten Konzentrationen 

liegen jedoch meist im Bereich der toxischen Konzentration von ungefähr 1 µM (DOYLE 

1989). Kleinzellige Bronchialkarzinom-Zellinien oder NSCLC dagegen sprechen kaum 

auf ATRA an (GERADTS 1993, ZOU 1998b). Außer über Differenzierung scheint in eini-
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gen Zellinien die zytostatische Wirkung von ATRA über TGFβ vermittelt zu werden. 

Dabei erfolgt die Induktion von TGFβ über eine Interaktion mit AP-1 (SPORN 1991). 

Vereinzelt wurde eine Auslösung von Apoptose durch ATRA in Zellinien beobachtet 

(CHIANTORE 1999, CLIFFORD 1999, FESUS 1996, MELINO 1997, ORIDATE 1996, PONZONI 

1995, POOT 1999, ZHANG 1995). Sie wird in der Regel von einer Induktion der Gewebe-

Transglutaminase (tTGA) begleitet (CHIANTORE 1999, FESUS 1996, MELINO 1997, ZHANG 

1995), einem Enzym, welches im Rahmen des Apoptoseprozesses auftreten kann und 

ein cross-linking von Proteinen bewirkt. Apoptose und Induktion der tTGA sind im 

Trachealepithel an den RARα-Rezeptor geknüpft (FESUS 1996, ZHANG 1995), in Neuro-

blastom-Zellinien müssen RARα und RARγ zusammen aktiviert werden (MELINO 

1997). 

Schließlich können Retinoide die Angiogenese hemmen (LOTAN 1996, OIKAWA 1989) 

und modulierend auf das Immunsystem wirken (FORMELLI 1996). Über die Regulation 

von Wachstumsfaktoren können sie auch Zellwachstum stimulieren. So reagieren 

kleinzellige Bronchialkarzinom-Zellinien bei intaktem RA-Rezeptorweg auf ATRA mit 

einem Anstieg von GRP und dadurch mit Tumorwachstum (RAVI 1998). 

 

1.2.2.3 Regulation des IGF-Systems durch Retinoide 

Insulin-like Growth Factors, IGF-I und IGF-II, gehören zu den wichtigsten Wachstums-

faktoren. Sie wirken sowohl endokrin als auch parakrin und autokrin. Neben der 

Stimulation des Zellwachstums und der Differenzierung sind sie für die Transforma-

tion von Zellen nötig und können vor Apoptose schützen (BASERGA 1995, BASERGA 

1997, JONES 1995). Somit spielen Insulin-like Growth Factors eine wichtige Rolle in der 

Tumorigenese und im Tumorwachstum (BASERGA 1995) und stellen auch für Bron-

chialkarzinomzellen autokrine Wachstumsfaktoren dar (HAVEMANN 1990). 

Die Wirkungen dieser Peptidhormone werden im wesentlichen über den IGF-I-

Rezeptor, einen Tyrosinkinase-Rezeptor, vermittelt. IGF-I und IGF-II binden mit hoher 

Affinität an den IGF-I-Rezeptor (JONES 1995). Der IGF-II-Rezeptor hingegen ist iden-

tisch mit dem Mannose-6-Phosphat-Rezeptor. Seine Funktion im IGF-System ist bisher 

nicht so gut verstanden wie die des IGF-I-Rezeptors. Er reguliert über die Bindung von 

IGF-II dessen Konzentration und ist bedeutsam in der Embryonalentwicklung (JONES 

1995). Jedoch wird auch ein Teil der mitogenen (SCHARDT 1993) oder hemmenden 

(KANG 1997) Wirkung von IGF-II über den IGF-II-Rezeptor vermittelt (JONES 1995).  
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In das IGF-System greifen nun IGF-Bindungsproteine (IGFBP) ein. Es handelt sich 

dabei um cysteinreiche Proteine, die eine hohe Affinität zu IGF-I und IGF-II zeigen. 

Derzeit sind sechs IGFBPs beschrieben; sie bilden mit den in den letzten Jahren ent-

deckten und klassifizierten IGFBP-related Peptides eine Superfamilie (zur Übersicht 

HWA 1999). Die IGFBPs besitzen eine höhere Affinität zu den IGFs als deren Rezep-

toren und modulieren auf diese Weise die Verfügbarkeit der Wachstumsfaktoren und 

deren Rezeptorinteraktion. Neben ihrer Funktion als Transportproteine für IGFs im 

Serum und Mitwirkung bei deren Kapillardurchtritt besitzen sie teilweise eigenstän-

dige Wirkungen (CLEMMONS 1998, HWA 1999, JONES 1995, KELLEY 1996). So kann 

IGFBP-3 Apoptose induzieren (GUCEV 1996, HAN 1997, NICKERSON 1997, OH 1995) und 

an Rezeptoren auf der Oberfläche von Mammakarzinomzellen binden (OH 1993, 

RAJAH 1997). Die Konzentration der IGFBPs wiederum wird durch spezifische Pro-

teasen reguliert (RAJAH 1995).  

Insulin-like-Growth-Factor-Bindungsproteine werden neben anderen Zellinien auch 

von Bronchialkarzinomzellen exprimiert und sekretiert (JAQUES 1989, KIEFER 1991, 

REEVE 1992a). Kleinzellige Bronchialkarzinom-Zellinien produzieren außer IGFBP-4 

und IGFBP-5 vor allem IGFBP-2 (KIEFER 1991, WEGMANN 1993). Dieses unglykosylierte 

Protein weist eine Größe von 34 kDa auf (SHIMASAKI 1991). In Lungentumoren und 

fetalem Gewebe findet sich neben dem reifen Transkript von 1,4 kb ein zweites mRNA-

Transkript von 4 kb (REEVE 1992a). IGFBP-2 bindet über seine RGD-Sequenz an die 

Zellmembran (KELLEY 1996, MENOUNY 1998, SHIMASAKI 1991). Dieses zellmembran-

assoziierte IGFBP-2 stellt bei SCLC-Zellen möglicherweise den Hauptbindungspartner 

für IGF dar (REEVE 1993). Zudem kann IGFBP-2 an die extrazelluläre Matrix 

(CLEMMONS 1998) sowie innerhalb der Basalmembran an Heparin (ARAI 1996) binden. 

Der Umsatz von IGFBP-2 erfolgt schnell mit einer Halbwertszeit von ca. 90 Minuten 

(JONES 1995, RAJARAM 1997). Proteasen sind in Serum und Liquor vorhanden 

(RAJARAM 1997), eine der spezifischen Proteasen wurde inzwischen als CathepsinD 

identifiziert (CLAUSSEN 1997). Der Serumspiegel von IGFBP-2 zeigt kaum tageszeitliche 

Schwankungen; der höchste Gehalt tritt während der Fetalzeit, postnatal und im Alter 

auf. Eine Erhöhung ist auch bei Diabetikern und während des Fastens zu sehen (BLUM 

1993, RAJARAM 1997). Der IGFBP-2-Spiegel wird invers zur Konzentration von IGF, 

Insulin und IGFBP-3 reguliert (BLUM 1993, RAJARAM 1997, REEVE 1992a). IGFBP-2 ist 

beim Erwachsenen vor allem im ZNS und in Reproduktionsgewebe zu finden, insbe-

sondere Prostata und Prostatakarzinom enthalten viel IGFBP-2 (KELLEY 1996, RAJARAM 

1997). 
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IGFBP-2 kann über die Bindung von IGFs sowohl mitogen als auch wachstumshem-

mend wirken (JONES 1995, KELLEY 1996, RAJARAM 1997). Bei Lungenstammzellen in 

vitro ist IGFBP-2 einerseits mit einer Wachstumshemmung assoziiert (MOUHIEDDINE 

1996, NABEYRAT 1998), andererseits finden sich auch zahlreiche Beispiele einer mitogen 

Funktion (ADAMO 1995, CHEN 1994, MENOUNY 1998, SLOOTWEG 1995). Möglicherweise 

vermittelt das an die Zellmembran gebundene IGFBP-2 die mitogene Wirkung (KELLEY 

1996). Entsprechend seiner Bedeutung während der Fetalzeit scheint IGFBP-2 bei der 

Lungenentwicklung eine wichtige Rolle zu spielen (WALLEN 1997). IGFBP-2 ist bei 

einer Reihe von Tumoren im Serum der Patienten erhöht (BLUM 1993, COHEN 1994, 

RAJARAM 1997, REEVE 1993), so auch bei Lungentumoren (LEE 1999b, REEVE 1992a); 

seine Verwendung als Tumormarker wurde daher diskutiert. 

Retinoide können die Expression und Sekretion der IGF-Bindungsproteine verändern. 

Bezogen auf IGFBP-2 bedeutet dies, daß im Rahmen der Wachstumshemmung oder 

Differenzierungsinduktion durch all-trans-Retinsäure die Konzentration von IGFBP-2 

sinkt (BABAJKO 96, BERNARDINI 94, CHAMBERY 98, SHEIKH 1993). Die Regulation erfolgt 

posttranskriptionell über eine Verringerung der mRNA-Halbwertszeit oder über die 

Proteinexpression (BERNARDINI 1994, CHAMBERY 1998, SHEIKH 1993). Eine verringerte 

Proteinsekretion von IGFBP-2 durch ATRA ist jedoch auch bei stimulierender Wirkung 

von all-trans-Retinsäure in Lungenstammzellen oder einer Neuroblastom-Zellinie zu 

sehen (MENOUNY 1997, NABEYRAT 1998). 

Ein weiteres Beispiel, wie Retinoide in das System der IGFs eingreifen können, ist der 

Weg über die Proteolyse von IGF-II. Insulin-like-Growth-Factor-II schützt Neuro-

blastome vor c-myc-induzierter Apoptose. All-trans-Retinsäure erhöht nun die Expres-

sion des Insulin-degrading Enzyme (IDE), welches IGF-II spaltet und auf diese Weise 

die Apoptoseinduktion durch ATRA ermöglicht (MELINO 1996). 

Eine bis dahin noch nicht beschriebene Wechselwirkung eines Retinoids mit den IGFs 

stellten Kang et al. (1993) fest. Sie zeigten die Bindung von all-trans-Retinsäure an den 

IGF-II-Rezeptor über eine eigene Bindungsstelle. Dies führte durch eine Verstärkung 

der Rezeptorwirkungen zu einer erhöhten Degradation von IGF-II, einer gesteigerten 

lysomalen Aktivität, die über Mannose-6-Phosphat reguliert wird und schließlich zu 

einer vermehrten Bindung und Aktivierung von TGF-β, welcher ebenfalls eine Bin-

dungsstelle am IGF-II-Rezeptor besitzt. Die Überexpression des IGF-II-Rezeptors in 

einer gegen ATRA resistenten Zellinie HL-60R induzierte eine Wachstumshemmung 

und Apoptose durch ATRA. Ob dies durch die Interaktionen mit den anderen 
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Bindungspartnern oder durch einen eigenen Wirkungsmechanismus von ATRA verur-

sacht wird, konnte in der Arbeit von Kang et al. (1993) nicht geklärt werden. 

Es existiert somit eine Vielzahl von Wechselwirkungen zwischen den wachstums-

hemmenden und Differenzierung induzierenden Retinoiden einerseits und dem 

IGF-System, welches für Tumorproliferation und Transformation entscheidend ist, 

andererseits. Die IGFBPs gewinnen dabei zunehmend an Bedeutung. 

 

1.2.2.4 Retinoide in der Chemoprävention des Bronchialkarzinoms 

Eine der Beobachtungen, die dazu beitrug, daß Retinoide Eingang in die Forschung 

und Therapie des Bronchialkarzinoms fanden, war die Tatsache, daß Vitamin A-

Mangel Plattenepithelmetaplasien im oberen Atemtrakt auslöst, ähnlich den Präkanze-

rosen im Epithel von Rauchern (ZHANG 1994, ZOU 1998b). Zudem erhöht Vitamin A-

Mangel das Lungenkrebsrisiko (LOTAN 1997a, ZOU 1998b). Mitte der siebziger Jahre 

entwickelte Sporn eine Organkultur aus tracheobronchialen Epithelzellen und testete 

daran die Wirkungen von Retinoiden. Die durch Retinol-Mangel hervorgerufene 

Hyperkeratinisierung der Zellen und die Plattenepithelmetaplasien waren nach 

Zugabe von Retinoiden, insbesondere von all-trans-Retinsäure, reversibel; auch die 

starke Basalzellproliferation war rückläufig (SPORN 1991). Die anti-carcinogene Fähig-

keit der Retinoide zeigte sich auch im Tiermodell: ATRA verhinderte die Transforma-

tion von Ratten-Tracheobronchialepithel durch Benzo-a-pyren oder die Induktion von 

Metaplasien in Hamster-Trachealaepithel (LOTAN 1997b). 

Retinoide bewirken die Veränderungen im Zellwachstum und die Differenzierungs-

induktion über eine Beeinflussung der Konzentration von Wachstumsfaktoren und 

deren Rezeptoren, aber auch über eine Regulation von Onkogenen (LOTAN 1997a). Die 

myc-Familie zählt beispielsweise zu diesen für die Genese des kleinzelligen Bronchial-

karzinoms wichtigen Onkogenen. Hier kann ATRA die Expression von c-myc senken 

und von L-myc erhöhen; dies entspricht hinsichtlich des Wachstumsverhaltens einem 

Übergang vom varianten zum klassischen Subtyp (DOYLE 1989, KALEMKERIAN 1994, 

OU 1996). Die Reduktion von c-myc kann den spontanen Übergang von SCLC-Zellen 

zu solchen mit Eigenschaften von NSCLC-Zellen verhindern (KALEMKERIAN 1994). 

Retinoide entwickeln ihre größte chemopräventive Wirkung bei Präkanzerosen und 

der Verhinderung von Zweittumoren, wohingegen sie in der Therapie solider maligner 

Tumoren weniger erfolgreich sind (ALBERTS 1995, LOTAN 1997b, MAYNE 1997). 
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Bekanntestes Beispiel der Retinoidwirkung ist die Behandlung der akuten Promyelo-

zyten-Leukämie mit all-trans-Retinsäure. Nach anfänglich sehr guten Erfolgen kommt 

es jedoch meist zu einer Therapieresistenz aufgrund des induzierten Katabolismus von 

ATRA (ADAMSON 1994, BREITMAN 1994, DETHE 1996).  

Der Einsatz von Retinoiden wird durch zwei Umstände beeinträchtigt: Zum einen ist 

ihre Wirkung an die ständige Einnahme gebunden, da nach Absetzen der Effekt rever-

sibel ist (LOTAN 1996). Schwerer wiegen die toxischen Nebenwirkungen, die häufig 

zum Abbruch der Behandlung führen. Diese können von trockener Haut mit Schup-

pungen, Cheilitis, Konjunktivitis, Kopfschmerzen und gastrointestinalen Beschwerden 

über einen Anstieg der Leberenzyme und des Triglyceridspiegels bis hin zum Retin-

säure-Syndrom reichen (BENNER 1995, DEPALO 1995). Letzteres tritt bei bis zu 50% der 

Patienten mit akuter Promyelozyten-Leukämie auf und umfaßt Fieber, Lungeninfiltra-

tionen, Pleura- und Perikardergüsse sowie Multi-Organ-Versagen (WARRELL 1994). 

Außerdem wurde ein teratogener Effekt nachgewiesen (LOTAN 1996). 

Das häufige Auftreten von schweren Nebenwirkungen veranlaßte die Suche nach 

synthetischen Retinoiden, die durch möglichst hohe Rezeptor-Selektivität eine opti-

male Wirkung bei geringen Nebenwirkungen bieten sollten. Zu diesen Substanzen, die 

seit einiger Zeit in der Forschung und in klinischen Studien verwendet werden, zählt 

Fenretinid. 

 

1.2.3 Fenretinid, N-(4-hydroxyphenyl)retinamid 

Fenretinid gehört in die Gruppe der synthetischen 

Retinoide. Es wurde bereits Ende der sechziger 

Jahre von R. Gander hergestellt und Mitte der sieb-

ziger Jahre von Sporn und Newman pharmakolo-

gisch charakterisiert (COSTA 1995). Mittlerweile wurden etwa 1500 synthetische Reti-

noide entwickelt. Durch eine möglichst hohe Rezeptorselektivität sollen die Neben-

wirkungen der Substanzen gering gehalten werden. Insbesondere RARγ-selektive 

Retinoide und solche, die nur mit dem Transkriptionsfaktor AP-1 interagieren, zeigen 

günstige Eigenschaften (FANJUL 1994, LI 1997, LI 1999, SUN 1997). Inzwischen liegen 

auch Versuchsergebnisse mit Derivaten der Muttersubstanz 4-HPR vor. Dabei zeigen 

N-(4-hydroxyphenyl)-retinamid-O-glucuronid (4-HPROG) und N-(4-hydroxyphenyl)-

retinamidobenzyl-glucuronide (4-HPRCG) (ABOU-ISSA 1999, CURLEY 1996) bzw. 

N
H

OH
O

 
N-(4-hydroxyphenyl)retinamid 
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Carboxy/Methoxy-Phenylretinamide (CLIFFORD 2001, SUN 2001) bessere Wirkungen 

als die Ausgangssubstanz 4-HPR. 

1.2.3.1 Pharmakokinetik und Pharmakodynamik 

Fenretinid wird über den Darm aufgenommen und im Plasma über das Retinol-

Bindungsprotein (RBP) transportiert. Innerhalb der Zelle konnte keine Bindung an 

zelluläre Retinol-Bindungsproteine (CRBP) oder zelluläre Retinsäure-Bindungspro-

teine (CRABP) gefunden werden (BERNI 1999, SANI 1995). Hauptmetabolit von 4-HPR 

ist das lipophile N-(4-methoxyphenyl)retinamid (MPR), dazu kommen stärker polare 

Substanzen wie 4-HPR-O-glucuronid. Sechzig Prozent der Abbauprodukte werden 

nach ungefähr fünf Tagen über die Faeces ausgeschieden, die polaren Metabolite 

gelangen in  den Urin (FORMELLI 1996). Fenretinid wird nicht in der Leber gespeichert; 

es kann sich jedoch in Gewebe, insbesondere Fettgewebe und Brustdrüse, um das 

Zehnfache gegenüber dem Serum anreichern (FORMELLI 1996, NAIK 1995). Zudem ist 

Fenretinid plazentagängig, eine Anreicherung im Embryo konnte allerdings nicht 

nachgewiesen werden (FORMELLI 1998). 

Interessanterweise ist die Anreicherung von 4-HPR im Epithel zu finden, während sein 

Hauptmetabolit MPR im Fettgewebe und Stroma akkumuliert (FORMELLI 1996, MEHTA 

1991). Die Wirksamkeit von MPR wird kontrovers diskutiert. In der überwiegenden 

Anzahl der Untersuchungen konnte keine Wirkung des Metaboliten festgestellt wer-

den (DELIA 1995, DELIA 1997, FANJUL 1996, MEHTA 1998, ORIDATE 1997, SHEIKH 1995, 

PERGOLIZZI 1999), lediglich Kazmi et al. (1996) und Gadgeel et al. (1999) berichten von 

einer schwachen Hemmung durch MPR. Wiederholt wurde jedoch für 4-HPR wie auch 

für ATRA beschrieben, daß nur in sensitiven Zellen Metaboliten wie z.B. MPR entste-

hen (MEHTA 1998, TAKATSUKA 1996). Dies könnte einerseits bedeuten, daß Wirkung 

und Metabolismus der Retinoide über den gleichen Rezeptor oder Rezeptorkombina-

tionen vermittelt würden, andererseits würde 4-HPR möglicherweise über einen Meta-

boliten wirken. Mehta et al. (1988) entdeckten einen unbekannten Metaboliten, der 

zusammen mit 4-HPR im Epithel gespeichert wurde und im Gegensatz zu 4-HPR auch 

an CRABP binden kann. Inwiefern dieser Metabolit zwischenzeitlich identifiziert 

wurde und eventuell mit einer der glucuronierten Verbindungen identisch ist, ist in 

der Literatur nicht beschrieben.  

Die Halbwertszeit von 4-HPR liegt zwischen 13 und 16 Stunden, die von MPR bei 22 

Stunden. Nach einer Einzeldosis von 300 mg 4-HPR wird nach ungefähr vier Stunden 
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ein maximaler Plasmaspiegel von 1,3 µM erreicht (FORMELLI 1996, NAIK 1995). Plasma-

spiegel und Halbwertszeiten sind auch nach fünfjähriger Anwendung stabil und 

sinken nach dem Absetzen der Droge rasch ab (FORMELLI 1993). Vergleichbare Daten 

liegen ebenfalls von Kindern vor (BAGNIEWSKI 1999). 

Fenretinid kann an Retinsäure-Rezeptoren binden. Eine Transaktivierung findet vor-

wiegend mit RARγ und RARβ, Transrepression mit RARα, RARβ und RXRα statt 

(FANJUL 1996). Fanjul et al. arbeiteten allerdings mit Konzentrationen von 10-25 µM, 

die damit weit über dem Bereich lagen, in dem bereits Wirkungen an den untersuchten 

Zellen auftraten. Autoren, die weniger hohe Konzentrationen von 4-HPR verwendeten, 

sahen eine nur schwache Aktivierung der bekannten Retinsäure-Rezeptoren (KAZMI 

1996, SHEIKH 1995, SUN 1999a). Trotz der teilweise gefunden Induktion des RARβ2-

Rezeptors (JOHANNING 2001) scheint kein direkter Zusammenhang zwischen Rezeptor-

regulation und Hemmwirkung zu bestehen (LIU 1998, SUN 1999a, WEBBER 1999, ZOU 

1998b). Fenretinid kann ebenso wie ATRA mit AP-1 interagieren (FANJUL 1996, 

PIEDRAFITA 1997).  

Die unerwünschten Nebenwirkungen von 4-HPR sind deutlich schwächer ausgeprägt 

als die der klassischen Retinoide. Dies zeigte sich auch in einer begleitenden Unter-

suchung zu einer Langzeitstudie (CAMERINI 2001). Die wichtigste Beeinträchtigung ist 

die Entwicklung einer Nachtblindheit, die durch das Absinken des Plasmaretinolspie-

gels auf ca. 30% erklärt wird (FORMELLI 1993, NAIK 1995). Dieser Effekt ist jedoch voll-

ständig reversibel. Bereits nach dreitägiger Unterbrechung steigt der Retinol-Spiegel 

auf 60% an und nach einem Monat sind die Patienten beschwerdefrei. Die Reduktion 

des Retinolgehalts verläuft darüber hinaus bei der Hälfte der Patienten asymptoma-

tisch (DECENSI 1994a). Die dermatologischen Beschwerden wie Hautschuppung, Juck-

reiz, Cheilitis, Mundtrockenheit oder Alopezie verlaufen in der Regel milde (DEPALO 

1995, NAIK 1995). Es kommt zum Anstieg der Leberenzyme und des Triglyderid-

spiegels. Über eine mögliche Teratogenität liegen nur wenige Daten vor (NAIK 1995). 

 

1.2.3.2 Wirkungen 

In der Art der Wirkungen weist Fenretinid viele Gemeinsamkeiten mit all-trans-Retin-

säure auf, obgleich sein genauer Wirkmechanismus noch unbekannt ist. Ein wichtiger 

Unterschied liegt jedoch in der Induktion von Apoptose, die 4-HPR in einer Vielzahl 

von Zellen auslöst, welche nicht auf ATRA reagieren. Inhibition von Apoptose ist ein 
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wichtiger Schritt in der Carcinogenese, da die meisten Tumorzellen durch Mutationen 

Unsterblichkeit erwerben. Durch Chemotherapeutika, die Schäden an der DNA setzen, 

kann so das Risiko steigen, zusätzliche Mutationen hervorzurufen, die Tumorprogres-

sion bedeuten (WYLLIE 1997). Daher sind Therapeutika, die Apoptose in Tumorzellen 

bewirken können, besonders attraktiv für den klinischen Einsatz. Im folgenden sollen 

die bislang bekannten Wirkungen von Fenretinid kurz dargestellt werden. 

Fenretinid ruft in zahlreichen untersuchten Zellinien eine Reduktion der Zellzahl 

hervor, die durch unterschiedliche Vorgänge bewirkt werden kann. Außer Apoptose, 

Differenzierung und Regulation von Onkogenen, die weiter unten besprochen werden 

sollen, kommen auch Wechselwirkungen mit Wachstumsfaktoren und Eingriffe in den 

Zellzyklus in Frage. Es existieren sowohl Ergebnisse, die gegen eine Veränderung der 

Zellzyklusphasen (DELIA 1993, DIVINCI 1994, PONZONI 1995, PUDUVALLI 1999, SUPINO 

1996) als auch für einen Arrest in bestimmten Phasen (DIPIETRANTONIO 1996, HSIEH 

2000, IGAWA 1997, ROBERSON 1997) sprechen. So scheint bei Mammakarzinom-

Zellinien bzw. Lymphomzellen eine Wachstumshemmung mit einer Dephosphorylie-

rung von Retinoblastom-Protein und einem Zellzyklusarrest einherzugehen (HSIEH 

2000, PANGIONE 2000). In Prostatakarzinomzellen scheint ein Teil der Wirkung von 

4-HPR über eine Induktion des Wachstumsfaktors TGFβ1 zu erfolgen (ROBERSON 

1997). Auch in das System der IGF-Wachstumsfaktoren kann 4-HPR eingreifen. Es 

senkt in Mammakarzinomzellen die IGF-I-Sekretion sowie die Zahl der IGF-I-Rezepto-

ren und reduziert die Sekretion von IGFBP-1, IGFBP-4 und IGFBP-5 (FAVONI 1998). 

Eine Absenkung des IGF-I Serumspiegels sowie einen Anstieg des IGFBP-3 Gehaltes 

stellten Decensi et al. (2001) bei Patientinnen fest, die im Rahmen einer Brust-

krebsstudie mit Fenretinid behandelt wurden. IGFBP-related-Peptide-1 (Synonyme 

mac25 und IGFBP-7) wird eine Rolle als Tumorsuppressorgen zugeschrieben. Es 

akkumuliert in seneszenten normalen Zellen, während es im Laufe der Tumorpro-

gression zurückgeht (BURGER 1998, OH 1996). Durch 4-HPR oder ATRA konnte eine 

Hochregulation seiner Expression in normalen Zellen erreicht werden (HWA 1998, 

SWISSHELM 1995). Inwieweit die Veränderungen im IGF-System direkt durch 4-HPR 

hervorgerufen werden oder ein indirekter Einfluß vorliegt, ist bislang nicht geklärt. 

Differenzierung, wie sie häufig von ATRA induziert wird, tritt bei 4-HPR seltener auf. 

Keine Anzeichen für eine Erhöhung von Differenzierungsmarkern finden sich bei 

SCLC-Zellinien (KALEMKERIAN 1995), Leukämie-Zellinien (DELIA 1993) oder Neuro-

blastomen (PONZONI 1995). In anderen Zellinien hingegen steigen beispielsweise 
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LamininB1 und β1-Integrin an, während Tumorprogressionsmarker wie p185/HER2 

oder EGF-Rezeptor sinken (CLIFFORD 1999, PELLEGRINI 1995). Das Metastasierungs-

potential von Prostatakarzinomzellen oder Lymphomzellinien wird durch Fenretinid 

reduziert (KIM 1995, TANABE 2000, VACCARI 2000, WEBBER 1994). Die differenzierende 

Wirkung von 4-HPR scheint durch Retinsäure-Rezeptoren vermittelt zu werden 

(CLIFFORD 1999). 

Die Apoptoseinduktion durch 4-HPR ist ein in vielen Tumor-Zellinien verbreiteter 

Effekt. Außer in kleinzelligen Bronchialkarzinom-Zellinien (KALEMKERIAN 1995) läßt 

sich Apoptose in NSCLC-Zellinien (SUN 1999b, ZOU 1998b), HNSCC-Zellinien (EICHER 

1996, ORIDATE 1996, SCHER 1998), Gliomen (PUDUVALLI 1999, SAITOH 1999), Prostata-

karzinom-Zellinien (HSIEH 1997, ROBERSON 1997, SHEN 1999, SUN 1999a, WEBBER 1999), 

T-Zell-Lymphomen (CHAN 1997a, PIEDRAFITA 1997), myeolischen Leukämiezellen 

(DELIA 1997, DIPIETRANTONIO 1996), Melanom-Zellinien (MONTALDO 1999), Mamma-

karzinom-Zellinien (PELLEGRINI 1995, SHEIKH 1995, WANG 1996), Neuroblastomen 

(PONZONI 1995, REYNOLDS 1997, DIVINCI 1994), Zervixkarzinom-Zellinien (ORIDATE 

1995) und Ovarialkarzinom-Zellinien (GURUSWAMY 2001, SABICHI 1998, SUPINO 1996) 

beobachten. Fenretinid kann auch in solchen Zellen Apoptose auslösen, die gegen 

ATRA resistent sind oder in denen Apoptose nur nach sehr hohen Dosen ATRA oder 

langer Einwirkdauer stattfindet (CHIANTORE 1999, CLIFFORD 1999, DIVINCI 1994, 

EICHER 1996, ORIDATE 1995, ORIDATE 1997, PONZONI 1995, POOT 1999).  

Der Mechanismus, über den Fenretinid Apoptose auslöst, ist, wie bereits erwähnt, 

nicht geklärt. Retinsäure-Rezeptoren sind vermutlich nicht direkt beteiligt, da Apop-

tose auch in Anwesenheit von Retinsäure-Rezeptor-Antagonisten (KITAREEWAN 1999, 

ORIDATE 1997, SUN 1999a, SUN 1999b) oder in rezeptordefizienten Zellen auftritt 

(CLIFFORD 1999, GIANDOMENICO 1999, KITAREEWAN 1999). Neuere Ergebnisse zeigen, 

daß sich während des Apoptoseprozesses reaktive oxidative Substanzen (ROS) bilden 

können; durch Zugabe von Reduktionsmitteln läßt sich die Apoptose unterdrücken 

(CLIFFORD 1999, DELIA 1997, MAURER 1999, ORIDATE 1997, SUN 1999a). Da ROS Apop-

tose induzieren können, aber auch durch unterschiedliche Stimuli während apoptoti-

scher wie nekrotischer Prozesse entstehen (GREEN 1998, WYLLIE 1997), bleibt die Frage 

nach der Kausalität offen. 

Den Einsatz in der Onkologie verdankt Fenretinid seiner anti-carcinogenen Wirkung, 

die sich in vitro ebenso zeigte wie in Tierversuchen oder klinischen Studien. Auf mole-

kularbiologischer Ebene kann 4-HPR die Expression des Proto-Onkogens c-myc, eines 



 1.2 Retinoide in der Chemoprävention 19 

 

Transkriptionsfaktors, der auch in SCLC-Zellinien eine wichtige Funktion in der Zell-

proliferation innehat, herunterregulieren (DELIA 1995, IGAWA 1994, PIEDRAFITA 1997, 

SUN 1999a).  

In vivo verhinderte 4-HPR die Transformation von Ratten-Trachealepithel durch 

Benzo-a-pyren (STEELE 1990), reduzierte die durch MNU induzierte Tumorinzidenz in 

Ratten (RODRIGUEZ-BURFORD 1999) und verringerte die Tumoranzahl und –inzidenz 

sowie die Latenz in chemisch induzierten Mammakarzinomen von Ratten und Mäusen 

(ALSHAFIE 1999, BEDNAREK 1999, MOON 1997). Die durch N-ethyl-N-nitrosurea verur-

sachte Lymphombildung bei Mäusen wurde durch 4-HPR verzögert, die Mortalität 

letztlich aber nicht beeinflußt (MCCORMICK 1996). Viral-induzierte T-Zell-Lymphome 

bei Mäusen wurden ebenfalls von 4-HPR unterdrückt (CHAN 1997b). In Kolonepithel 

schließlich verringerte Fenretinid die Zahl der durch Azoxymethan gebildeten Tumo-

ren und aberranten Kryptenfoci und erhöhte den Apoptoseindex (ZHENG 1997, ZHENG 

1999). In Lungentumoren dagegen konnte 4-HPR die Tumorinzidenz in Mäusen nach 

Behandlung mit einem tabakspezifischen Carcinogen nicht reduzieren (CONAWAY 

1998). Teilweise trat sogar eine Stimulation des Tumorwachstums in der Lunge in 

Abhängigkeit von der Darreichungsform von 4-HPR auf (LOTAN 1996). Ähnliches war 

bei der Induktion von Ösohaguskarzinomen an Ratten zu beobachten (GUPTA 2001). 

Weitere Ergebnisse aus Tiermodellen werden in der Übersicht von Ulukaya und Wood 

(1999) genannt.  

Kleinere Studien mit Patienten zeigten widersprüchliche Wirkungen von 4-HPR. So 

wiesen Probebiopsien aus Bronchialschleimhaut von starken Rauchern keine Verände-

rung chromosomaler Marker wie p53 oder Ki67 nach einer Behandlung mit 200 mg 

4-HPR täglich auf (HITTELMAN 1999). In der Therapie von oralen Leukoplakien 

(CHIESA 1993, TRADATI 1994) erzielte Fenretinid dagegen einen Behandlungserfolg; 

allerdings handelte es sich dabei um sehr geringe Fallzahlen. Eine Reduktion zervi-

kaler Dysplasien (CIN-I und CIN-II) ergab sich nach der Anwendung von 4-HPR 

(LOTAN 1996). Klinische Studien, in denen Fenretinid verwendet wird, sind im nach-

folgenden Kapitel aufgeführt. 

Zum Abschluß soll noch eine Reihe weiterer, durch 4-HPR hervorgerufener Effekte 

genannt werden. Fenretinid kann über eine Synthesehemmung von PGE2 oder COX-1 

antiinflammatorisch wirken (ELATTA 1991, PARRETT 1999) sowie über eine Stimulation 

der Makrophagenfunktion und der Aktivität Natürlicher Killerzellen das Immun-
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system modulieren (FORMELLI 1996, VILLA 1993). Schließlich unterdrückt das Retinoid 

die Angiogenese in Prostatakarzinomen von Ratten (NAIK 1995, PIENTA 1995). 

 

1.2.4 Klinische Studien mit Retinoiden 

Dieses Kapitel beinhaltet eine Auswahl klinischer Studien mit Retinoiden. Vorgestellt 

werden Studien mit Fenretinid oder solche, die auf Chemoprävention von Bronchial-

karzinomen oder Tumoren im Kopf-Hals-Bereich abzielen. 

Retinoide zeigten insgesamt in der Verringerung von Sputumatypien kaum Wirkung. 

Lediglich Etretinate, ein Retinsäure-Derivat, war in einer unkontrollierten Studie er-

folgreich (LOTAN 1996, MCLARTY 1995). 

Aufgrund der Beobachtung, daß eine obst- und gemüsereiche Ernährung, die viel 

β-Carotin enthält, möglicherweise das Lungenkrebsrisiko senkt, wurde die CARET-

Studie (β-Carotene and Retinol Efficacy Trial) durchgeführt. Über 18.000 Menschen aus 

einer Hochrisiko-Gruppe für Bronchialkarzinome erhielten täglich β-Carotin und Reti-

nol. Die Studie mußte jedoch vorzeitig abgebrochen werden, da im Behandlungsarm 

die Bronchialkarzinom-Inzidenz und die Mortalität deutlich über der der Kontroll-

gruppe lagen (OMENN 1996). Vergleichbare Ergebnisse erbrachte die ATPC-Studie 

(Alpha-Tocopherol-Beta-Carotene Cancer Prevention Study) aus Finnland (ALBANES 

1996). 

Dagegen senkte Retinyl-Palmitate die Anzahl der Zweittumoren von Patienten nach 

Resektion eines nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinoms Stadium-I und erhöhte die 

Latenzzeit (PASTORINO 1993). Auch Isotretinoin (13-cis-Retinsäure) konnte die Rate der 

Zweittumoren im Kopf-Hals-Bereich reduzieren, ohne allerdings Lokalrezidive zu 

verhindern (zur Übersicht LIPPMAN 1995). Derzeit werden vom National Cancer 

Institute (NCI) eine Phase-III-Studie mit Isotretinoin zur Prävention von Zweittumoren 

nach Resektion eines NSCLC-Stadium-I sowie eine Phase-II-Studie in Kombination mit 

Interferon-α zur Behandlung von Plattenepithelkarzinomen der Lunge, Kopf-Hals, 

Zervix und Penis durchgeführt. All-trans-Retinsäure wird ebenfalls in einer NCI-

Studie Phase-II in Kombination mit Interferon-α an fortgeschrittenem NSCLC getestet. 

In der Behandlung des kleinzelligen Bronchialkarzinoms wurde ATRA zusammen mit 

Cisplatin und Etoposid eingesetzt. Aufgrund der toxischen Nebenwirkungen des Reti-

noids mußte die Studie abgebrochen werden (KALEMKERIAN 1998); eine parallele 
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Phase-II-Studie am NCI bei fortgeschrittenem NSCLC ergab eine leicht erhöhte Über-

lebenszeit durch die Behandlung (THIRUVENGADAM 1995). 

Die Studienergebnisse mit Fenretinid fallen sehr unterschiedlich aus. Die besten Er-

folge erzielt 4-HPR im dermatologischen Bereich. Aufgrund vielversprechender Er-

gebnisse in der Behandlung oraler Leukoplakien (COSTA 1995, CHIESA 1993) und 

aktinischer Keratinose (MOGLIA 1996) wurden am NCI mehrere Phase-II-Studien gegen 

orale Leukoplakie, dysplastisches Naevi-Syndrom und aktinische Keratinose begon-

nen. Ergebnisse liegen noch nicht vor, ebensowenig wie aus der Basalzellkarzinom-

Studie des Istituto Nazionale Tumori in Mailand (COSTA 1995). 

In einer kleinen Phase-II-Studie aus Mailand konnte 4-HPR die Zahl der aneuploiden 

Zellen verringern, die sich bei Patienten mit einem superfiziellen Blasenkarzinom im 

Blasenspülwasser befanden (COSTA 1995, DECENSI 1994b). Weitere Studien zur Thera-

pie des Blasenkarzinoms mit 4-HPR werden zur Zeit in Phase II wie auch Phase III am 

NCI unternommen. 

Eine große Studie zur Prävention von kontralateralem Brustkrebs nach Resektion eines 

stage-I Mammakarzinoms oder eines duktalen Carcinomas in situ wurde kürzlich in 

Mailand beendet. Die Tumorrate zwischen Placebo- oder Verum-Gruppe unterschied 

sich insgesamt nicht; zwar sank bei prä-menopausalen Frauen durch die Fenretinid-

Gabe die Tumorinzidenz, bei post-menopausalen Patientinnen stieg aber das Tumor-

risiko unter 4-HPR um das 1,2fache an (VERONESI 1999). Fenretinid wird am NCI zur 

Behandlung von Mammakarzinomen in Kombination mit Tamoxifen in mehreren 

Studien eingesetzt (s. auch CONLEY 2000). 

Trotz guter Erfolge von 4-HPR in vitro in der Wachstumshemmung von Prostatakarzi-

nom-Zellinien konnten Studienergebnisse an Patienten bisher nicht überzeugen 

(PIENTA 1997, URBAN 1999). Ergebnisse aus den NCI-Studien liegen noch nicht vor. 

Dies gilt auch für eine Phase-I-Studie des NCI, in der verschiedene solide maligne 

Tumoren einschließlich Lungenkarzinome auf ihr Ansprechen auf 4-HPR getestet 

werden oder eine Phase-II-Studie, in der die Reversibilität von Metaplasien und 

Dysplasien des Bronchialepithels von Rauchern untersucht wird. Kürzlich wurde eine 

Phase-II-Studie am National Cancer Institute begonnen, die den Effekt von Fenretinid 

in der Behandlung von Patienten mit Rezidiv eines kleinzelligen Bronchialkarzinoms 

untersuchen soll; vor dem Hintergrund der Thematik dieser Arbeit sicher die interes-

santeste Studie. 
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Schließlich findet derzeit eine Phase-III-Studie am NCI zur Wirksamkeit von Fenreti-

nid bei zervikalen intraepithelialen Neoplasien (CIN) Grad 2-3 statt. 

Während die bisherigen Studienergebnisse den Einsatz von Fenretinid in der Derma-

tologie unterstützen, waren seine Effekte im onkologischen Bereich trotz vielverspre-

chender Versuche im Tiermodell enttäuschend. Ob sich Einsatzmöglichkeiten von 

4-HPR bei bestimmten Tumorentitäten ergeben, müssen die aktuellen Studien zeigen. 

 

1.3 Fragestellungen der Arbeit 

Fenretinid besitzt die Fähigkeit, in kleinzelligen Bronchialkarzinom-Zellinien und 

anderen Tumorzellinien eine Wachtumshemmung über Apoptose und Differenzierung 

hervorzurufen. In dieser Arbeit soll untersucht werden, ob die Zellzahlreduktion 

durch Fenretinid in einer größeren Anzahl von kleinzelligen Bronchialkarzinom-Zell-

linien auftritt oder ein vereinzeltes Phänomen bleibt. Da Wachstumshemmung durch 

unterschiedliche Mechanismen bewirkt werden kann, sind die Zellinien auf das Auf-

treten von Apoptose oder auf morphologische Veränderungen im Sinne von Differen-

zierung hin zu untersuchen.  

Von all-trans-Retinsäure und Fenretinid ist bekannt, daß sie modulierend auf das auto-

krine Wachstumsfaktorsystem der Insulin-like-Growth-Factors (IGF) und deren Bin-

dungsproteine (IGFBP) wirken können und auf diese Weise direkt oder indirekt ihre 

wachstumshemmende Wirkung vermitteln. Daher soll festgestellt werden, ob Fenreti-

nid, wie bei all-trans-Retinsäure bereits beobachtet, die Expression oder Sekretion des 

für SCLC-Zellinien wichtigen IGFBP-2 verändert.  

Hinsichtlich einer Übertragbarkeit der in vitro-Ergebnisse auf die Situation in vivo ist es 

von Bedeutung, ob die Inhibition durch Fenretinid eine Abhängigkeit vom Serum-

gehalt zeigt.  

Des weiteren ist im Hinblick auf einen möglichen therapeutischen Einsatz von Fenre-

tinid zu untersuchen, ob die zytostatische Wirkung nach Absetzen des Retinoids rever-

sibel ist und ob sich die Effekte durch eine Kombination von Fenretinid und all-trans-

Retinsäure verstärken lassen.  

Da sich eine klinische Verwendung über einen längeren Zeitraum erstrecken würde, 

sollen die Zellinien schließlich auf die Stabilität der Hemmwirkung sowie auftretende 

morphologische Veränderungen nach konstanter Fenretinidexposition untersucht 

werden. 



 

 

2 Material und Methoden 

2.1 Material 

2.1.1 Geräte 

Zentrifugen 

 Hermle ZK364 (Hermle, Gosheim) 

 Biofuge B (Heraeus, Hanau) 

 Zytozentrifuge Cytospin2 (Shandon, GB) 

Zellzahlbestimmung 

Coulter Counter (Coulter Counter Electronics, Krefeld) 

Titertek Multiskan Photometer (Titertek, USA) 

Neubauer-Kammer (Planoptik) 

Mikroskopie 

Mikroskop Leitz Fluovert (Leitz, Wetzlar) 

Leitz Orthoplan Phasenkonstrastmikroskop (Leitz, Wetzlar) 

NPL Fluotar 10, Phaco 1 (Leitz, Wetzlar) 

Mikroskop-Kameraaufsatz WILD MPS 12 

Kamera Vario-Orthomat (Leitz, Wetzlar) 

Rasterokular L-Plan (Leica, Wetzlar) 

Durchflußzytometrie  

FACScan (Becton Dickinson) 

PCR 

Peltier Thermal Cycler (MJ Research, USA) 

 

2.1.2 Labormaterialien 

Gewebekulturflaschen 250 ml und 50 ml (Greiner, Frickenhausen) 

24well-Platten (Greiner, Frickenhausen) 

96well-Platten (Nunc, Dänemark) 

Filter Millex-GV, 0.22 µm (Millipore, Bedford, USA) 
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2.1.3 Chemikalien, Reagenzien 

α-Aminocapronsäure (Sigma, München) 

Agarose Ultrapure (Gibco BRL, Eggenstein) 

All-trans-Retinsäure (ATRA) (Sigma, München) 

Aqua ad injectabilia (Braun, Melsungen) 

Bovines Serum Albumin (BSA) (Sigma, München) 

Dimethylsulfoxid (DMSO) (Roth, Karlsruhe) 

Dithiothreitol (DTT) (Sigma, München) 

Dodecylsulfat-Natriumsalz (SDS) (Sigma, München) 

EDTA, 0.02% in PBS ohne Ca, Mg (Boehringer, Mannheim) 

Ethanol absolut (Apotheke Universitätskliniken Marburg) 

Ethidiumbromid (Roth, Karlsruhe) 

Isopropanol (Merck, Darmstadt) 

MTT Vitalfarbstoff Thiazylolblau 98% (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-

tetrazoliumbromid) (Sigma, München) 

N-(4-Hydroxyphenyl)-Retinamid (Fenretinid, 4-HPR) (Sigma, München) 

Na-Selenit (Sigma, München) 

Na-Selenit, Insulin, Transferrin (SIT) (Sigma, München) 

PBS (phosphate buffer saline) (Boehringer, Mannheim) 

Reverse Transkriptase (Superskript) (Gibco BRL, Eggenstein) 

RNAzol (Wak Chemie, Bad Homburg) 

Taq Polymerase (Boehringer, Mannheim) 

Transferrin, human, 98% eisenfrei (Sigma, München) 

Trypanblau 0.01% (w/v) (Apotheke Universitätskliniken Marburg) 

Trypsin-Lösung 2.5% ohne Ca, Mg (Boehringer, Mannheim) 

 

2.1.4 Nukleinsäuren, Nukleotide, Primer 

2‘-Deoxynucleoside-5‘-Triphosphate (Gibco BRL, Eggenstein) 

Low Mass DNA-Ladder (Gibco BRL, Eggenstein) 

OligodT 12-18 Primer (Gibco BRL, Eggenstein) 

Oligonukleotide: 

 

Glycerinaldehydphosphatdehydrogenase (Dr. Krause, IMT, Marburg) 
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GAPDH (5‘):  CGT CTT CAC CAC CAT GCA GA 

GAPDH (3‘):  CCGG CCAA TCA CGC CAC AGT TT 

IGFBP-2 (MWG-Biotech, Ebersberg) 

hBP-2 (5‘):  CTC AAG TCG GGT ATG AAG GAG C 

hBP-2 (3‘):  TGC CCG TTC AGA GAC ATC TTG C 

 

2.1.5 Pufferlösungen für Western-Ligand-Blot und Elektrophorese 

SDS-Elektrophorese-Puffer 

25 mM Tris-Base, 192 mM Glycin, 0,5% SDS 

Kathodenpuffer 

25 mM Tris-Base, 40 mM α-Aminocapronsäure, 20% Ethanol 

Anodenpuffer I/II 

20 mM / 300 mM Tris-Base, 20% Ethanol 

10 x TAE-Puffer 

0,9 M Tris HCl, pH 8,3, 0,9 M Essigsäure, 3 mM EDTA 

 

2.1.6 Apoptose-Kits 

ApoDETEC (Enzo Diagnostics, USA) 

Simply Sensitive Detection Kit (Enzo Diagnostics, USA) 

AnnexinV FITC Kit (Oncogene Research Products, USA) 

 

2.1.7 Zellkulturmedien 

Roswell Park Memorial Institute 1640 (RPMI) mit 2 mM L-Glutamin (Gibco BRL, 

Eggenstein) 

Fötales Kälberserum (FCS), 30 Minuten bei 56 °C hitzeinaktiviert, steril filtriert 

(Gibco BRL, Eggenstein)  

R10-Medium: RPMI 1640 mit FCS-Zusatz 10% 

ST-Medium: RMPI 1640 + 5,2 ng/ml Na-Selenit + 5 µg/ml Transferrin 

SIT-Medium: RMPI 1640 + 5,2 ng/ml Na-Selenit + 5 µg/ml Transferrin + 5 µg/ml 

Insulin 

Dialysiertes FCS, MG 10.000 bzw. MG 1.000 (Sigma, München) 
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2.1.8 Zellinien 

Die in den Versuchen verwendeten kleinzelligen Bronchialkarzinom-Zellinien sind in 

der folgenden Tabelle aufgeführt. 

 

Zellinie Suptyp Herkunft Literatur 

NCI-H60 klassisch NCI Carney 1985 

NCI-H69 klassisch NCI Carney 1985 

NCI-H146 klassisch NCI Carney 1985 

NCI-H209 klassisch NCI Carney 1985 

NCI-510 klassisch NCI Carney 1985 

SW210.5 klassisch Dana Faber Cancer Institute Bepler 1988 

SCLC-24H transient ZIM Marburg Bepler 1987a,b 

SCLC-86M1 transient ZIM Marburg Bepler 1987a,b 

DMS79 variant DMS Pettengill 1980 

NCI-H82 variant NCI Carney 1985 

NCI-H526 variant NCI Carney 1985 

NCI-H841 variant NCI Carney 1985 

Tab 2.1 Verwendete SCLC-Zellinien, Herkunft und Eigenschaften. 
Dana Faber Cancer Institute, Boston Mass.; bezogen über DKFZ Heidelberg  
DMS: Department of Pathology, Dartmouth Medical School, Hanover, New Hampshire,  
NCI: National Cancer Institute, Bethesda, Maryland, USA 
ZIM Marburg: Zentrum für Innere Medizin, Marburg 
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2.2 Methoden 

2.2.1 Zellkultur 

Die Kultivierung der Zellinien erfolgte bei 37 °C in wasserdampfgesättigter Atmo-

sphäre mit 7% CO2. Die Zellinien wurden ein- bis zweimal wöchentlich in R10-Medi-

um bzw. SIT-Medium geteilt und in maximal 20 Passagen umgesetzt. Nur getestete 

mykoplasmenfreie Zellinien wurden für die Versuche verwendet. 

Zum Teilen der in Suspension wachsenden Zellen wurde das Kulturmedium über den 

sedimentierten Zellen abgesaugt und anschließend die Zellsuspension auf zwei bis 

drei Zellkulturflaschen in jeweils 25 ml Medium verteilt. Die adhärent wachsende 

Zellinie NCI-H841 wurde vor dem Umsetzen mit 5 ml EDTA abgelöst und 1:4 geteilt. 

Die gegen Fenretinid resistenten Züchtungen NCI-H82-HPR und SCLC-24H-HPR 

wuchsen in R10-Medium mit 4-HPR-Zusatz in einer Endkonzentration von 10 µM. 

Ausgangszellinien waren NCI-H82, Passage 101, und SCLC-24H, Passage 39. Das 

Medium in den 50 ml Kulturflaschen wurde wöchentlich gewechselt, die Teilung er-

folgte in Abhängigkeit von der Zelldichte wöchentlich (NCI-H82-HPR) bzw. alle 10-14 

Tage (SCLC-24H-HPR). Die Zellen wurden bis zur Passage 11 (NCI-H82-HPR) bzw. 

Passage 8 (SCLC-24H-HPR) kultiviert, dann bei –80 °C eingefroren und nach dem 

Auftauen bis zur Passage 18 bzw. 12 weitergeführt. 

 

2.2.2 Wachstumsversuche 

Um die Wirkung der Retinoide auf die Proliferation der SCLC-Zellinien zu untersu-

chen, wurden die Zellen sechs Tage in 24well-Platten unter Zusatz verschiedener Reti-

noid-Konzentrationen kultiviert. Allen für Versuche verwendeten Kulturflaschen 

wurde am Vortag frisches Kulturmedium zugesetzt, um die Zellen vergleichbar in 

ihrer optimalen Wachstumsphase einzusetzen. 

Die Zellen wurden zu Versuchsbeginn mit RPMI 1640 gewaschen, gezählt und in 

24well-Platten (1ml pro well) in einer Endkonzentration von 5x104 Zellen/ml bzw. 

104 Zellen/ml (NCI-H82) eingesät. Für die Auswertung mit dem MTT-Assay wurden 

die Zellen in gleicher Dichte in 96well-Platten (100 µl pro well) ausgesät. 
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Dem Kulturmedium wurden die Retinoide ATRA oder 4-HPR in ansteigenden Kon-

zentrationen von 0,01 µM bis 10 µM zugesetzt. Dazu wurde eine Stammlösung von 

Fenretinid in einer Konzentration von 10 mM mit reinem Ethanol hergestellt und Ali-

quote unter Lichtschutz bei –20 °C aufbewahrt. Die weitere Verdünnung auf 1 mM 

erfolgte mit Ethanol, danach mit dem jeweiligen Kulturmedium. Die Stammlösung für 

all-trans-Retinsäure wurde jeweils mit Ethanol in einer Konzentration von 1 mM frisch 

hergestellt. 

Als Kontrolle diente das Kulturmedium mit 1% Ethanol-Zusatz; dies entsprach dem 

maximalen Ethanolgehalt bei einer Retinoidkonzentration von 10 µM.  

 

2.2.3 Zellzahlbestimmung 

In einem Proliferationsassay sollte die Wirkung von Fenretinid und all-trans-Retin-

säure auf das Wachstum der kleinzelligen Bronchialkarzinom-Zellinien untersucht 

werden. Dazu wuchsen die Zellen sechs Tage unter Zusatz der Retinoide, im Anschluß 

daran wurde die Zellzahl bestimmt. 

 

2.2.3.1 Neubauer-Zählkammer 

Zur Einstellung der Zellzahl vor den Versuchen wurde ein Aliquot der Zellsuspension 

1:6 mit 0,01% Trypanblau verdünnt und in der Neubauer-Zählkammer gezählt. 

Trypanblau ist ein Vitalfarbstoff und wird nur von toten Zellen aufgenommen, so daß 

eine Unterscheidung zwischen toten und vitalen Zellen möglich ist.  

 

2.2.3.2 Coulter Counter 

Die Zellzahl aus den Wachstumsversuchen wurde mit einem elektronischen Zellzähl-

gerät (Coulter Counter) ermittelt. Dazu wurde alle Zellen aus einem well in Eppen-

dorfcups überführt, 10 Minuten bei 2000 rpm (400xg) zentrifugiert, das Pellet mit 1 ml 

RPMI 1640 und 0.075% Trypsin aufgenommen und wieder in die 24well-Platte über-

führt. Nach 1 Stunde Inkubation bei 37 °C wurde die absolute Zellzahl in einer Ver-

dünnung von 1:100 mit dem Coulter Counter gemessen.  
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2.2.3.3 MTT-Assay 

Für einige Zellinien wurde die Zellzahl mithilfe eines MTT-Assays ermittelt. Am Ende 

der Inkubationszeit wurde dem Inhalt der wells (100 µl) 10 µl 2,5 mg/ml MTT-Rea-

genz (Thiazolylblau) zugesetzt. Dieses Tetrazoliumsalz reagiert mit der mitochondriale 

Dehydrogenase in stoffwechselaktiven Zellen und bildet violette Farbkristalle. Nach 

einer Reaktionszeit von einer Stunde wurden die Platten zentrifugiert, der Überstand 

abgesaugt und durch Zugabe von DMSO die Farbkristalle gelöst. Die Messung der 

Farbintensität erfolgte nach 15 Minuten mit dem Platten-Photometer bei einer 

Wellenlänge von 560 nm. 

 

2.2.4 Wachstumskinetik, Reversibilitätsversuche 

Der Einfluß der Retinoide auf das Wachstumsverhalten der Zellinien sollte in Abhän-

gigkeit von der Zeit untersucht werden. Um außerdem zu ermitteln, ob die Wirkung 

der Retinoide hinsichtlich der Zellzahl reversibel ist, wurden Zellen mit ATRA und 

4-HPR vorbehandelt und anschließend die Wachstumskinetik im drogenfreien Medi-

um bestimmt. 

Die Zellen der Linie NCI-H82 wurden in einer 24well-Platte in 5 µM 4-HPR, 5 µM 

ATRA oder R10-Medium mit 1% Ethanol in einer Zelldichte von 104 Zellen/ml einge-

sät. Zur Ermittlung der Wachstumskinetik wurden die Zellzahlen täglich vom zweiten 

bis zum sechsten Tag mit dem Coulter Counter gemessen.  

Für die Reversibilitätsversuche wurden Kulturflaschen mit den verschiedenen reti-

noidhaltigen Kulturmedien sowie unbehandelte Kontrollen angelegt. Nach 6 Tagen 

wurden die Zellen aus diesen Kulturflaschen zweimal mit R10-Medium gewaschen, in 

reinem R10-Medium in der Ausgangskonzentration von 104 Zellen/ml aufgenommen 

und jeweils 1 ml in 24well-Platten ausgesät. Im Anschluß wurden die Zellzahlen vom 

2. bis 6. Tag mit dem Coulter Counter bestimmt. Als Parameter wurde die Zellzahl-

verdopplungszeit (pdt) herangezogen (s. 2.2.8.3.). 

 



 2.2 Methoden 30 

 

2.2.5 Apoptosetests 

2.2.5.1 TUNEL-Assay 

Der TUNEL-Assay beruht auf dem Nachweis der DNA-Fragmentierung, wie sie wäh-

rend der Apoptose zu beobachten ist. In einem ersten Schritt wird biotinyliertes d-UTP 

durch Terminale Transferase an die 3‘-OH-Enden der DNA-Fragmente angehängt. 

Zum Detektieren der Reaktionsprodukte wird Biotin mit Streptavidin-Meerrettich-

Peroxidase markiert und mit DAB als Substrat entwickelt.  

Die Zellen wurden 48 Stunden in Kulturflaschen in einer Zelldichte von 2x105/ml mit 

5 µM 4-HPR, 5 µM ATRA oder R10-Medium mit 1% Ethanol inkubiert. Anschließend 

wurden Cytospin-Präparate mit 5x104 – 105 Zellen angefertigt. Die Präparate wurden 

über Nacht luftgetrocknet und danach 10 Minuten mit kalten Aceton fixiert. Bis zur 

Verwendung wurden die Präparate bei 4 °C trocken gelagert. Danach wurde der Test 

entsprechend den Anweisungen des Herstellers durchgeführt. Unter dem Phasenkon-

trastmikroskop wurden die Zellen ausgewertet und mit einem Rasterokular gezählt. 

Die apoptotischen Zellen wiesen dunkel gefärbte, dicht gepackte Kernfragmente auf. 

Pro Präparat wurden drei Gesichtsfelder à ca. 1000 Zellen ausgezählt. Die Angabe er-

folgte in Prozent der ausgezählten Gesamtzellzahl. 

 

2.2.5.2 AnnexinV-Assay  

In der Frühphase der Apoptose kommt es zur Translokation von Phosphatidylserin, 

einem Bestandteil der Zellmembran, von der Innenseite auf die Außenseite der Zell-

membran. AnnexinV bindet in Anwesenheit von Ca2+-Ionen spezifisch an Phosphati-

dylserin und kann, z.B. mit FITC markiert, zum Nachweis dieses frühen Apoptose-

stadiums herangezogen werden. In Verbindung mit Propidiumiod, welches nur die 

Zellmembran nekrotischer Zellen durchdringt, kann zwischen Apoptose und Nekrose 

differenziert werden.  

Die Zellen wurden gezählt und 106 Zellen in R10-Medium unter Zugabe von 10 µM 

4-HPR oder ATRA bzw. 1% Ethanol 24 Stunden kultiviert. Im Anschluß wurden die 

Zellen 5 Minuten bei 800 rpm (200xg) zentrifugiert und 5 Minuten in RMPI 1640 mit 

0.075% Trypsin vereinzelt. Die Zellzahl wurde nach Zählung in der Neubauer-Zähl-

kammer auf 106/ml eingestellt, 0,5 ml entnommen und 1,25 µl AnnexinV-FITC sowie 
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10 µl Bindungsreagenz zugesetzt. Nach 15 Minuten Reaktionszeit im Dunkeln wurden 

die Zellen erneut 10 Minuten bei 1500 rpm (400xg) zentrifugiert und mit 10 µl Propi-

diumiodid und 500 µl Bindungspuffer, der eine ausreichende Ca2+-Konzentration ge-

währleistet, versetzt. Die Messung der markierten Zellen wurde mittels Durchfluß-

zytometrie innerhalb der folgenden halben Stunde durchgeführt. AnnexinV-FITC 

wurde auf dem FL1-Kanal (FITC-Detektor) bei 518 nm gemessen, das Propidiumiodid-

Signal bei 620 nm auf FL2 (Phycoerytrin Fluoreszenz). Auf der x-Achse wurde der 

Logarithmus des AnnexinV-Signals, auf der y-Achse logarithmisch die Propidium-

iodid-Fluoreszenz dargestellt. Für die Quadranten (s. Abb.) ergibt sich somit folgende 

Einteilung:  

 

 

Linker unterer Q.:  unmarkierte Zellen 
Rechter unterer Q.:  AnnexinV-positive Zellen 
Linker oberer Q.:  Propidiumiodid-positive Zellen 
Rechter oberer Q.:  Propidiumiodid- und AnnexinV-positive Zellen 
 

 

2.2.6 Western Ligand-Blot  

Zur Untersuchung der Sekretion von IGFBP-2 in konditionierte Medien wurde ein 

Western-Ligand-Blot durchgeführt.  

Die Zellen der Linien NCI-H82, NCI-H82-HPR und SCLC-24H wurden fünf Tage in 

ST-Medium unter Zusatz von 1 µM ATRA oder 10 µM 4-HPR bzw. 1% Ethanol als 

Kontrolle stimuliert. Nach einer Zellzählung wurden die Proben mit 1500 rpm (400xg) 

zentrifugiert und die zellfreien Überstände geerntet. 

 

2.2.6.1 Präzipitation der Proteine mit Trichloressigsäure 

Zur Ankonzentrierung der Proteine aus den konditionierten Medien wurde eine Fäl-

lung mit Trichloressigsäure (TCA) durchgeführt. 4 ml der eiskalten Überstände wur-

den mit 2 ml eiskalter 21% TCA versetzt, gemischt und über Nacht bei 4 °C inkubiert. 

Anschließend wurden die Ansätze 15 min bei 4000 rpm (3000xg), 4 °C zentrifugiert. 

Der Überstand wurde dekantiert und die Präzipitate getrocknet. Die Pellets wurden in 

50 µl zweifach nicht reduzierendem Probenpuffer aufgenommen und mit 2 µl 3M Tris, 
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pH 8,5, neutralisiert, zur Denaturierung 2 min gekocht und elektrophoretisch aufge-

trennt. 

 

2.2.6.2 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) 

Zur Auftrennung der Proteine wurden die Mini-Protein-II-Dual-Elektrophorese-Ein-

heiten der Firma Biorad verwendet. Die Zusammensetzung der Trenngele (12%) und 

Sammelgele (4%) ergibt sich aus der untenstehenden Auflistung. Die elektropho-

retische Trennung erfolgte in SDS-Elektrophoresepuffer bei einer konstanten Span-

nung von 150 V. Als Größenstandard wurde ein „rainbow marker“ (Amersham) mit 

Molekulargewichten in den Bereichen 14,3 bis 200 kD verwendet. 

 

 Trenngel [ml] Sammelgel [ml] 

H2O dest 3,35 3,05 

1,5 M Tris pH 8,8 2,5 - 

0,5 M Tris pH 6,8 - 1,25 

10% SDS 0,1 0,05 

20% Acrylamid/0,8% Bisacrylamid 4,0 0,65 

10% Ammoniumperoxisulfat 0,05 0,025 

TEMED 0,005 0,005 

 

2.2.6.3 Blotten der Proteine 

Zum Transfer der Proteine vom SDS-Gel auf eine PVDF-Membran (Amersham) wurde 

eine Graphit-Elektroblot-Apparatur (Semi-Dry-Blotter Pegasus, Fa. Phase) benutzt. Die 

Membran mußte zunächst in Methanol aktiviert werden. Filterpapiere, Gel und Mem-

bran wurden in den jeweiligen Puffern getränkt und folgendermaßen zusammenge-

legt:  

Anode ⇒ 3 Filterpapiere in Anode-II-Puffer ⇒ 3 Filterpapiere in Anode-I-Puffer ⇒ 

Blot-Membran in Anode-I-Puffer ⇒ Proteingel in Kathodenpuffer ⇒ 3 Filterpapiere in 

Kathodenpuffer ⇒ Kathode 



 2.2 Methoden 33 

 

Die einzelnen Schichten wurden luftblasenfrei aufeinandergelegt und bei einer Strom-

stärke von 0,8 mA/cm2 1,5 Stunden geblottet. Die Blotfolien wurden anschließend in 

TBS-Puffer mit 3% BSA über Nacht geblockt, um unspezifische Bindungen zu vermei-

den.  

 

2.2.6.4 Western-Ligand Blot 

Die gesättigten Blotfolien wurden mit 20000 cpm [125I]-IGF-I pro ml in 0,05 M Na-

Phosphat-Puffer auf einem Schüttler fünf Stunden bei Raumtemperatur inkubiert, da-

nach dreimal mit PBS, einmal mit PBS und 0,05% NP-40 und nochmals mit PBS gewa-

schen. Die getrockneten Blots wurden 14 Tage bei –70 °C autoradiographiert. 

 

2.2.7 Reverse Transkriptase-PCR 

Um die Expression von IGFBP-2 mRNA der kleinzelligen Bronchialkarzinomlinien in 

Anwesenheit von Retinoiden zu untersuchen, wurde eine RT-PCR durchgeführt.  

Ungefähr 4x106 Zellen pro Ansatz wurden 24 Stunden in R10-Medium entweder mit 

10 µM 4-HPR oder 1 µM ATRA bzw. 1% Ethanol als Kontrolle inkubiert, danach 

zweimal mit PBS gewaschen und die Zellzahl bestimmt. Nicht sofort weiterverarbei-

tete Proben wurden in Aliquoten zu je 2x106 Zellen bei –80 °C gelagert.  

Nach Extraktion der RNA wurde diese in einem Kontrollgel elektrophoretisch aufge-

trennt, die optische Dichte der RNA photometrisch bestimmt und aus der mRNA im 

nächsten Schritt cDNA transkribiert. Die so erhaltene cDNA wurde zunächst in einer 

PCR mit GAPDH-Primern verwendet und die eingesetzten Mengen der cDNA soweit 

angeglichen, daß vergleichbare Bandenintensitäten nach elektrophoretischer Trennung 

resultierten. Mit diesen cDNA Mengen wurde dann die PCR auf IGFBP-2 durchge-

führt, um eine semiquantative Aussage über einen Vergleich der densitometrisch be-

stimmten Bandenintensitäten treffen zu können. 

 

2.2.7.2 RNA-Extraktion aus Zellen 

Jeweils 2x106 Zellen wurden nach einer Zentrifugation in 1 ml RNAzol aufgenommen 

und in sterile Eppendorf Reaktionsgefäße überführt. Nach Zugabe von 100 µl Chloro-
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form wurden die Proben 15 Sekunden gevortext, 5 min auf Eis inkubiert und 15 min 

bei 13000 rpm (12000xg) und 4 °C zentrifugiert. Es bildeten sich zwei Phasen; von der 

oberen wäßrigen Phase wurden 450 µl in ein neues Reaktionsgefäß überführt, mit dem 

gleichen Volumenanteil Isopropanol versetzt und 90 min auf Eis inkubiert. Nach einer 

weiteren Zentrifugation (15 min, 13000 rpm (12000xg), 4 °C) wurde der Überstand 

verworfen, das Pellet mit 500 µl eiskaltem Ethanol (70%) aufgenommen und 8 min bei 

7000 rpm (4500xg) und 4 °C zentrifugiert. Das Pellet wurde mit Zellstoff und an der 

Luft getrocknet, mit 50 µl H2O (Aqua ad injectabilia) aufgenommen und 10 min im 

Heizblock bei 57 °C gelöst. 

Die Konzentrationsbestimmung der RNA erfolgte mit einen UV-Spektrometer bei 

einer Wellenlänge von 260 nm. Zur Bestimmung des Reinheitsgrades wurde zusätzlich 

die optische Dichte (OD) bei 280 nm gemessen und der Quotient aus OD 260 nm zu 

OD 280 nm gebildet. Er sollte zwischen 1,8 und 2,0 liegen. 

Die Proben wurden bis zur weiteren Verwendung bei –80 °C gelagert. Bei der Zellinie 

NCI-H82 wurden Proben aus drei, bei der Zellinie SCLC-24H aus zwei unabhängigen 

Stimulationsansätzen verwendet. 

 

2.2.7.2 cDNA-Synthese (Reverse Transkription) 

4 µg RNA wurden mit H20 auf ein Volumen von 10,0 µl eingestellt, mit 1,0 µl Oligo-dT 

(0,5 µg/µl) versetzt, 10 min bei 70 °C denaturiert und anschließend auf Eis gestellt. 

Danach wurden pro Probe 9 µl des folgenden Reagenziengemisches zugegeben:  

  5 x first strand buffer [4,0 µl] 

  DTT 0,1 M [2 µl] 

  dNTPs 10 mM [1 µl] 

  RNAse Inhibitor [1 µl] 

  Superscript Reverse Transcriptase [1 µl] 

Dieser Ansatz wurde 2 h bei 41 °C inkubiert, danach die Reverse Transkriptase 10 min 

bei 95 °C inaktiviert und die cDNA mit 40 µl H2O ergänzt. Die Proben wurden bei –

20 °C aufbewahrt. Die cDNA-Synthese wurde zweimal mit Aliquoten der RNA-

Proben durchgeführt. 
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2.2.7.3 PCR 

Zunächst wurde eine PCR mit GAPDH-Primern durchgeführt. Pro Ansatz mit 1 µl 

cDNA wurden 99 µl des folgenden Reaktionsmixes verwendet: 

  10 x PCR-Puffer [10 µl] 

  dNTP 10 mM [2,0 µl] 

  H20 [84,5 µl] 

  5‘-Primer 50 pmol/µl [1,0 µl] 

  3‘-Primer 50 pmol/µl [1,0 µl] 

  Taq-Polymerase 5U/µl [0,5 µl] 

 

PCR-Bedingungen GAPDH (22 Zyklen): 

 Temperatur Erster Zyklus, 
Dauer in Minuten 

Folgende Zyklen, 
Dauer in Minuten 

Denaturierung 94 °C 03:00 00:45 
Annealing 60 °C 01:00 01:00 
Elongation 74 °C 01:00 01:00 
 

Die eingesetzte cDNA-Menge wurde solange variiert, bis die densitometrische Ban-

denintensität der GAPDH-Produkte im Gel vergleichbar war. Mit dieser cDNA-Menge 

wurde die IGFBP-2-PCR durchgeführt. Hierfür wurde der gleiche Reaktionsmix ein-

gesetzt, jedoch mit den entsprechenden BP-2 Primer in der Konzentration 50 pmol/µl 

[1,0 µl]; das Gesamtvolumen der PCR lag bei 100 µl.  

 

PCR-Bedingungen IGFBP-2 (35 Zyklen): 

 Temperatur Erster Zyklus, 
Dauer in Minuten 

Folgende Zyklen, 
Dauer in Minuten 

Denaturierung 94 °C 03:00 00:45 
Annealing 58 °C 01:00 01:00 
Elongation 74 °C 01:00 01:00 
 

2.2.7.4 Elektrophoretische Trennung der PCR-Produkte 

Die PCR-Produkte wurden elektrophoretisch in einem 1,5% Agarosegel mit Ethidium-

bromid aufgetrennt. Dazu wurden 1,5 g Agarose in 100 ml 1xTAE-Puffer gelöst und 

4 µl Ethidiumbromid zugegeben. 15 µl der Proben wurden mit 3 µl Ladepuffer ver-

setzt, aufgetragen und bei 120 V getrennt. Zur Größenbestimmung der Fragmente 

wurde ein DNA-Größenmarker eingesetzt.  
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2.2.8 Auswertung der Daten 

2.2.8.1 Wachstumsversuche  

Die Messung der Zellzahl erfolgte in Vierfachbestimmung, im MTT-Assay in Acht-

fachbestimmung. Aus diesen Daten wurde Mittelwert, Standardabweichung und 

Variationskoeffizient berechnet. Ergebnisse, deren Variationskoeffizient oberhalb 20% 

lag, wurden nicht verwertet. Die Zellzahl der behandelten Proben wurde in der Regel 

in Prozent zur Zellzahl der Kontrolle angegeben. Die Versuche wurden mindestens 

dreimal unabhängig voneinander durchgeführt und ein repräsentatives Ergebnis aus-

gewählt.  

Die Daten aus den Proliferationsversuchen wurden auf Normalverteilung (Programm 

SPSS, Vers. 8.0) untersucht und mit einem zweiseitigen Student’s t-Test auf Verschie-

denheit der Mittelwerte mit einem Signifikanzniveau von p=0,05 getestet. 

 

2.2.8.2 Synergistische Wirkung der beiden Retinoide 

Zur Unterscheidung zwischen synergistischen, additiven oder antagonistischen 

Effekten zweier Drogen kann der Kombinationsindex (CI) herangezogen werden 

(CHOU 1994, SACKS 1995), der sich nach folgender Gleichung berechnet: 

 CI = D1/Dx1 + D2/Dx2  + (α*D1*D2)/(Dx1*Dx2) 

mit CI = Kombinationsindex; Dx1 = Dosis von Substanz 1, die eine gegebene 
Inhibition von x als Einzelsubstanz hervorruft; D1 = Dosis von Substanz 1, die 
eine gegebene Inhibition von x in Kombination mit Substanz 2 hervorruft; D2 
und Dx2 entsprechend für Substanz 2.  
 

Der Term α ist gleich Null, wenn der Wirkungsmechanismus der Substanzen gleich 

ist, α = 1 bei unterschiedlichem Wirkungsmechanismus. Ist CI kleiner als 1, liegt ein 

synergistischer Effekt zugrunde, bei CI = 1 ein additiver, bei CI > 1 ein antagonisti-

scher Effekt. 

Die Werte für Dx1 und Dx2 wurden mittels linearer Regressionsanalyse (SigmaPlot, 

Vers. 4.0, Jandel Scientific) aus einem ‚median effect plot‘ ermittelt, dessen Daten aus 

Dosis-Wirkungs-Kurven für die Einzelsubstanzen stammten. Die ‚median effect‘-Glei-

chung: 

 

 

 fa/fu = (D/Dm)m  
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mit fa: Inhibitionsfraktion; fu: Überlebensfraktion; D: Dosis, Dm: Dosis für Inibi-
tionsfraktion von 0,5; m: Sigmoidizitätskoeffizient der Dosis-Wirkungs-Kurve 
 

läßt sich umformulieren zu D = Dm*[fa/fu]1/m und logarithmisch als ‚median effect-

plot‘ darstellen mit log [fa/fu] gegen log D.  

 

2.2.8.3 Berechnung der Zellzahlverdopplungszeit pdt 

Die Zellzahlverdopplungszeit (pdt) wurde zwischen dem zweiten und vierten Tag, 

der Phase des exponentiellen Wachstums, wie folgt berechnet (s. auch BEPLER 1987b): 

 pdt = 48 h x log2 / {log (Zellzahl 4. Tag) – log (Zellzahl 2. Tag)} 

Trägt man die Dosis-Wirkungs-Kurve halblogarithmisch auf, entspricht dies der Stei-

gung der Geraden. 

 

2.2.8.4 Densitometrische Bestimmung der Bandenintensität 

Die densitometrischen Berechnungen und graphische Bearbeitung der Gele wurden 

mit den Programmen GelScan 3D und GelScript (BioSciTec, Science Group, Marburg) 

durchgeführt.  

 

 



3 Ergebnisse 

3.1 Vergleich der Zellzahlbestimmungsmethoden 

Die in den obigen Versuchen eingesetzte elektronische Zellzählungsmethode mit 

einem Coulter Counter sollte dahingehend überprüft werden, ob apoptotische, also 

sehr kleine dichte Zellen, miterfaßt werden und inwiefern dadurch die verwendete 

Zellzahlbestimmungsmethode den Wirkungsvergleich zwischen den beiden 

Retinoiden all-trans-Retinsäure und Fenretinid beeinflußt. Zum Vergleich wurde die 

Zellzählung mittels Neubauer-Zählkammer bzw. MTT-Assays herangezogen. 

 

3.1.1 Coulter Counter versus Neubauer-Zählkammer 

Die im Coulter Counter gemessene Zellzahl wurde auf zwei verschiedenen Wegen mit 

der durch die Auszählung von Trypanblau-gefärbten Zellen in der Neubauer-

Zählkammer erhaltenen verglichen. 

Im ersten Ansatz wurden Zellen der Zellinien NCI-H82 und SCLC-24H nach 48 

Stunden Wachstum in R10-Medium oder 5 µM Fenretinid mit Trypanblau gefärbt und 

in einer Neubauer-Zählkammer gezählt. Dabei wurde zwischen vitalen und nicht-

vitalen unterschieden, die Gesamtzellzahl danach einheitlich auf 106 Zellen/ml 

einschließlich nicht-vitaler Zellen eingestellt. Anschließend wurde dieser Ansatz mit 

einem Coulter-Counter gemessen. Das Ergebnis zeigt Tabelle 3.1.  

Obwohl sich der Anteil der vitalen Zellen in den Kontrollen und den behandelten 

Proben deutlich voneinander unterscheidet, wird im Coulter Counter in allen Fällen 

die gleiche Zellzahl gemessen; die nicht-vitalen kleineren Zellen werden somit vom 

Coulter Counter erfaßt. 
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Zellinie Ansatz Zellzählung mit Neubauer-
Zählkammer 

Zellzählung mit 
Coulter Counter 

R10-Medium 95% vitale Zellen 
5% nicht-vitale Zellen 

106 Zellen/ml NCI-H82 

4-HPR  13% vitale Zellen 
87% nicht-vitale Zellen 

106 Zellen/ml 

R10-Medium 78% vitale Zellen 
22% nicht-vitale Zellen 

106 Zellen/ml SCLC-24H 

4-HPR  45% vitale Zellen 
55% nicht-vitale Zellen 

106 Zellen/ml 

Tab. 3.1 Zellzählung mit der Neubauer-Zählkammer oder mit einem Coulter Counter. Die 
unbehandelten oder 48 Stunden mit 5 µM 4-HPR behandelten Zellen zweier Zellinien wurden mit 
Trypanblau gefärbt und in der Neubauer-Zählkammer ausgezählt; die Zellzahl wurde dann in allen 
Ansätzen auf 106 Zellen/ml eingestellt und im Coulter Counter gemessen. 
 

 

In einem zweiten Versuch wurde ein Proliferationsassay der Zellinie SCLC-24H nach 

sechs Tagen mit einem Coulter Counter ausgewertet und parallel dazu die Zellen mit 

einer Neubauer-Zählkammer ausgezählt. 

Nach Zellzählung mit einem Coulter Counter ergibt sich für die Konzentration von 

5 µM Fenretinid eine Zellzahl von 50% der Kontrolle. Das gleiche Ergebnis erhält man 

bei Auszählung aller Zellen in der Neubauer-Zählkammer. Werden jedoch nur die 

vitalen Zellen aufeinander bezogen, beträgt die Zellzahl in der 4-HPR-Probe 22% der 

Kontrolle. 

 

3.1.2 Coulter Counter versus MTT-Assay 

Bei zwei Zellinien, NCI-H82 und SCLC-24H, wurde ein MTT-Assay wie in 2.2.3.3 

beschrieben durchgeführt. Im MTT-Assay wird der Farbstoff nur von stoffwechsel-

aktiven Zellen umgesetzt, bei der Zellzählung werden also apoptotische Zellen 

vermindert erfaßt. In Abbildung 3.1.a-d sind die Ergebnisse aus dem MTT-Assay mit 

Zellzahlbestimmungen mittels Coulter Counter verglichen worden.  

Die Zellzahlreduktion durch maximale Fenretinidkonzentrationen (10 µM und 5 µM) 

ist im MTT-Assay etwas deutlicher zu sehen als im jeweiligen Vergleichsversuch (Abb. 

3.1.a und c), in den niedrigeren Konzentrationen gleichen sich die Ergebnisse an. 

Allerdings tritt bei der Zellinie NCI-H82 im MTT-Assay keine Wachstumstimulation 

bei 1 µM 4-HPR auf. Das Ausmaß der Wirkung von ATRA auf die Zellinie SCLC-24H 
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ist mit beiden Zellzählungsmethoden vergleichbar (Abb. 3.1.d), während die Zellinie 

NCI-H82 mit dem MTT-Assay gemessen eine schwächere Hemmung in niedrigen 

Konzentrationen aufweist. 

 

 

 

Abb. 3.1 Proliferation zweier Zellinien, NCI-H82 und SCLC-24H, unter verschiedenen 
Konzentrationen von Fenretinid oder all-trans-Retinsäure. Die Zellzahl wurde nach sechs Tagen 
entweder mit einem Coulter Counter oder mittels MTT-Assay bestimmt und prozentual zur Zellzahl 
bzw. zur Absorption der Kontrolle angegeben. Die Versuche wurden jeweils dreimal durchgeführt, 
dargestellt sind die Mittelwerte aus 4 (Coulter Counter) bzw. 8 (MTT) Parallelen und deren 
Standardabweichungen. A NCI-H82 mit Fenretinid. B NCI-H82 mit ATRA. C SCLC-24H mit 
Fenretinid. D SCLC-24H mit ATRA. 
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3.2 Proliferation von SCLC-Zellinien unter Retinoiden  

3.2.1 Einfluß von Fenretinid auf das Zellwachstum 

Um das Wachstumsverhalten kleinzelliger Bronchialkarzinom-Zellinien in 

Anwesenheit von Fenretinid zu untersuchen, wurden zwölf SCLC-Zellinien sechs Tage 

in R10-Medium mit ansteigenden Konzentrationen 4-HPR inkubiert; anschließend 

wurde die Zellzahl mit einem Coulter Counter bestimmt. 

 

Abb. 3.2 Proliferation von zwölf SCLC-Zellinien in R10-Medium unter dem Einfluß von 10 µM 
Fenretinid. Die Zellzahl wurde nach sechs Tagen mit einem Coulter Counter bestimmt. Die Angabe 
erfolgte in Prozent zur Kontrolle (R10-Medium plus 1% Ethanol), dargestellt wurden die Mittelwerte 
aus vier Versuchsparallelen mit der Standardabweichung. Aus drei unabhängigen Versuchen wurde 
ein repräsentativer Versuch ausgewählt. 
 

 

Die Abbildung 3.2 gibt im Überblick die Zellzahl unter der maximal eingesetzten 

Fenretinidkonzentration von 10 µM, bezogen auf die Kontrolle, wieder. In allen 

untersuchten Zellinien ist eine Hemmung der Proliferation zu beobachten. 

Insbesondere Zellinien mit einer niedrigen Zellzahlverdopplungszeit, also die 

varianten und transienten Zellinien SCLC-24H, NCI-H82, NCI-H841, SCLC-86M1, 

werden in ihrem Wachstum durch 4-HPR bis auf unter 20% der Kontrolle gehemmt.  
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In Tabelle 3.2 sind die Konzentrationen für eine fünfzigprozentige Inhibition (IC50) 

aufgeführt. Die Berechnung erfolgte in Annäherung mittels linearer Regression 

(Regressionskoeffizient r > 0,85) aus den Dosis-Wirkungs-Kurven der einzelnen 

Zellinien (Abb. 3.3). Die Zellinien NCI-H146, NCI-H510 und DMS79 erreichen im 

eingesetzten Konzentrationsbereich von maximal 10 µM 4-HPR keine Inhibition von 

50%, während sich für die empfindlichsten Zellinien SCLC-24H, NCI-H82 und 

NCI-H69 ein IC50 von 4,5 bis 5,5 µM ergibt. 

 

 

Zellinie Zelliniensubtyp IC50 in µM 

SCLC-24H transient 4,5 

NCI-H82 variant 5,5 

NCI-H69 klassisch 5,5 

NCI-H841 variant 6,0 

SCLC-86M1 transient 6,5 

NCI-H526 variant 6,5 

SW210.5 klassisch 7,5 

NCI-H60 klassisch 7,5 

NCI-H209 klassisch 7,5 

DMS79 variant > 10,0 

NCI-H146 klassisch > 10,0 

NCI-H510 klassisch > 10,0 
 

Tab. 3.2 Zelliniensubtypen und IC50 der untersuchten SCLC-Zellinien. Der IC50 wurde mittels 
linearer Regressionsanalyse aus den Dosis-Wirkungs-Kurven errechnet (r>0,85). 
 

 

Die Wachstumshemmung der einzelnen Zellinien ist konzentrationsabhängig im 

eingesetzten Konzentrationsbereich von 0,5 µM, 1,0 µM, 5 µM und 10 µM Fenretinid 

(Abb. 3.3). Allerdings zeigen die Zellinien NCI-H82 und SCLC-24H auch eine 

signifikante Stimulation bzw. einen Wiederanstieg der Zellzahl bei 1 µM 4-HPR. 
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Abb. 3.3.A-L Konzentrationsabhängige Wachstumshemmung von zwölf SCLC-Zellinien in R10-
Medium unter Fenretinid in den Konzentrationen 0,5 µM, 1,0 µM, 5 µM und 10 µM. Die Zellzahl 
wurde nach sechs Tagen mit einem Coulter Counter bestimmt. Die Angabe erfolgt in Prozent 
bezogen auf die Kontrolle (R10-Medium plus 1% Ethanol), dargestellt werden die Mittelwerte aus vier 
Parallelen mit der Standardabweichung. Aus drei unabhängigen Versuchen wurde ein 
repräsentativer Versuch ausgewählt. 
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3.2.2 Vergleich der Wirkung von Fenretinid mit all-trans-Retinsäure 

Vier der zwölf Zellinien sollten auf eine Wachstumshemmung durch all-trans-

Retinsäure getestet werden, um deren Wirksamkeit mit Fenretinid zu vergleichen. 

Dazu wurden die Zellinien NCI-H82, SCLC-24H, NCI-H69 und NCI-H526, die alle 

sehr empfindlich auf 4-HPR reagieren, sechs Tage lang entweder mit ATRA oder 

4-HPR in steigenden Konzentrationen inkubiert und im Anschluß die Zellzahl 

bestimmt.  

Die Abbildung 3.4 zeigt im Vergleich die Überlebensfraktion unter der jeweiligen 

Maximalkonzentration 10 µM ATRA oder 10 µM 4-HPR. Lediglich die Zellinie 

NCI-H82 weist eine ähnlich gute Hemmung durch all-trans-Retinsäure wie durch 

Fenretinid auf, während die Zellinien SCLC-24H schwach (p<0,01), NCI-H69 und 

NCI-H526 nicht signifikant durch ATRA gehemmt werden (Abb. 3.5).  

 

Abb. 3.4 Wachstum von vier SCLC-Zellinien unter dem Einfluß von 10 µM 4-HPR bzw. 10 µM ATRA. 
Als Kontrolle diente R10-Medium mit 1% Ethanol. Nach sechs Tagen wurde die Zellzahl mit einem 
Coulter Counter gemessen. Die Angabe der Mittelwerte erfolgt prozentual zur Kontrolle, die Balken 
stellen die Standardabweichung aus vier Parallelen dar (**: p<0,01, ***: p<0,001). Jeder Versuch 
wurde dreimal unabhängig durchgeführt und ein repräsentatives Beispiel ausgewählt.  
 

Die Überlebensfraktion der Zellinie NCI-H82 (Abb. 3.5.a) beträgt bei einer 

Konzentration von 10 µM ATRA 32%, unter 10 µM 4-HPR 20%. Bereits ab einer 
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Konzentration von 0,01 µM ATRA sinkt die Zellzahl auf 65%, während mit Fenretinid 

eine Hemmung erst bei 0,1 µM auftritt (p < 0,01). Zudem ist ein Anstieg der Zellzahl 

auf 140% bei 1 µM 4-HPR zu sehen.  
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Abb. 3.5.A-D Wachstum von vier SCLC-Zellinien unter dem Einfluß von 4-HPR bzw. ATRA in den 
Konzentrationen 0,01, 0,1, 1 oder 10 µM (logarithmische Auftragung). Als Kontrolle diente R10-
Medium mit 1% Ethanol. Nach sechs Tagen wurde die Zellzahl mit einem Coulter Counter gemes-
sen. Die Angabe der Mittelwerte erfolgt prozentual zur Kontrolle, die Balken stellen die Standard-
abweichung aus vier Parallelen dar (*: p<0,025; **: p<0,01). Jeder Versuch wurde dreimal unab-
hängig durchgeführt und ein repräsentatives Beispiel ausgewählt. 
 

 

Eine schwache, aber signifikante Hemmung auf 86% bzw. 74% tritt bei der Zellinie 

SCLC-24H unter 1 µM und 10 µM ATRA auf (p < 0,025 bzw. p < 0,01) (Abb. 3.5.b), 
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unter 10 µM 4-HPR beträgt die Zellzahl jedoch 38% der Kontrolle. Weder bei der 

Zellinie NCI-H69 (Abb. 3.5.c) noch bei NCI-H526 (Abb. 3.5.d) ist eine signifikante 

Wirkung von all-trans-Retinsäure zu beobachten, während sich unter 10 µM 4-HPR die 

Zellzahl der Zellinie NCI-H526 auf 43%, die der Zellinie NCI-H69 auf 21% reduziert. 

 

3.2.3 Wachstumstimulierende Wirkung von Fenretinid  

In der Zellinie NCI-H82 und teilweise auch in der Zellinie SCLC-24H tritt bei einer 

Konzentration von 1 µM 4-HPR eine Stimulation des Zellwachstums auf, während 

gleichzeitig eine Wachstumshemmung bei niedrigeren und höheren Konzentrationen 

zu beobachten ist (Abb. 3.3.a und b, Abb. 3.5.a). Daher wurde die Wirkung von 4-HPR 

auf die Zellzahl im Konzentrationsbereich von 0,1 µM bis 5 µM anhand der Zellinie 

NCI-H82 untersucht. Die Zellzahl wurde nach sechs Tagen mit einem Coulter Counter 

ermittelt. Das Ergebnis ist in Abb. 3.6 dargestellt und zeigt eine signifikante Hemmung 

unter 0,1 µM 4-HPR auf 78% (p < 0,025) und ein Ansteigen der Zellzahl unter 0,5 µM 

und 1,0 µM auf nahezu 100% (nicht signifikant). Bei 2,5 µM 4-HPR fällt die Zellzahl auf 

32% der Kontrolle ab. 

 

 

Abb. 3.6 Proliferation von NCI-H82 unter stei-
genden Konzentrationen von Fenretinid (0,1 µM, 
0,5 µM, 1 µM, 2,5 µM und 5 µM). Als Kontrolle 
diente R10-Medium mit 1% Ethanol-Zusatz. Die 
Zellzahlmessung erfolgte am sechsten Tag mit 
einem Coulter Counter. Dargestellt sind die Mittel-
werte aus vier Parallelen mit den jeweiligen Stan-
dardabweichungen, berechnet in Prozent zur 
Kontrolle (*: p<0,025; **: p<0,01). Der Versuch 
wurde dreimal unabhängig durchgeführt, abgebil-
det ist ein repräsentatives Ergebnis.  
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3.2.4 Abhängigkeit der Hemmung von der Zellzahl 

Um einen Einfluß der Ausgangszellzahl auf die Wirkung von Fenretinid zu 

untersuchen, wurden Zellen der Zellinie NCI-H82 in drei verschiedenen Zelldichten, 

5x103 Zellen/ml, 104 Zellen/ml und 5x104 Zellen/ml, ausgesät. Die Zellen wuchsen 

sechs Tage in 5 µM 4-HPR bzw. R10-Medium und wurden danach mit einem Coulter 

Counter gezählt. 

Es kann keine direkte Beziehung zwischen der Ausgangszellzahl und dem Ausmaß 

der Hemmung gefunden werden, die Ergebnisse sind daher nicht im einzelnen 

wiedergegeben. Die Zellzahl in den Kontrollen liegt nach sechs Tagen in 

vergleichbaren Größenordnungen, unabhängig von den Anfangsbedingungen. 

 

 

3.3 Wirkung der Retinoide in serumfreien Medium 

3.3.1  Wachstum der serumfreien Zellinien NCI-H82-SIT und 

SCLC-24H-SIT unter Fenretinid 

Um zu untersuchen, ob die Anwesenheit von Serum einen Einfluß auf die Wirkung 

von Fenretinid hat, wurden Wachstumsversuche in serumfreiem Medium 

durchgeführt. Von zwei Zellinien (SCLC-24H und NCI-H82) existieren zwei Sublinien, 

die an diesem Institut in der Arbeitsgruppe von Frau Dr. Jaques über 20 Passagen an 

serumfreies SIT-Medium adaptiert wurden. Die Sublinien zeigen in der Zellkultur in 

serumfreiem Medium ein den Mutterlinien vergleichbares Wachstumsverhalten. 

Diese beiden Zellinien SCLC-24H-SIT und NCI-H82-SIT wuchsen sechs Tage in SIT-

Medium mit Fenretinid-Zusatz zwischen 0,1 µM und 10 µM. Die Abb. 3.7 zeigt die 

prozentuale Zellzahl, gemessen mit einem Coulter Counter. Zur besseren Übersicht ist 

die Konzentration von 4-HPR logarithmisch abgetragen. 

Bereits bei 0,5 µM 4-HPR sind in beiden Zellinien fast keine vitalen Zellen mehr 

vorhanden, während unter 0,1 µM Fenretinid nur eine schwache Hemmung auf ca. 

90% der Kontrollzellzahl (p < 0,025) feststellbar ist. 
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Abb. 3.7 Wachstum von NCI-H82-SIT und SCLC-24H-SIT unter steigenden Konzentrationen von 
4-HPR (0,1 µM, 0,5 µM, 1 µM, 5 µM und 10 µM) in serumfreien SIT-Medium. Die Zellzahl wurde 
nach sechs Tagen mit einem Coulter Counter gezählt und prozentual zur Kontrolle (SIT-Medium mit 
1% Ethanol)  angegeben. Die Konzentrationsangaben erfolgten logarithmisch. Der Versuch wurde 
dreimal unabhängig durchgeführt und ein repräsentatives Ergebnis ausgewählt (*: p< 0,025). 
 

 

3.3.2 Wachstum der Zellinie NCI-H82 in serumfreien Medium 

Aufgrund der deutlich besseren Hemmwirkung von Fenretinid auf die Sublinien 

NCI-H82-SIT und SCLC-24H-SIT in serumfreiem Medium (s. 3.3.1.) sollte getestet 

werden, ob auch bei der Ausgangslinie NCI-H82 eine serumabhängige Wirkung zu 

beobachten ist.  

Die Mutterlinie NCI-H82 wurde nach zweimaligem Waschen mit RPMI 1640 in SIT-

Medium ausgesät und die Zellzahl nach sechs Tagen bestimmt. Der bisher eingesetzte 

Konzentrationsbereich von 4-HPR wurde verändert auf 0,01 µM bis 2,5 µM, um den 

Bereich des Wirkungseintrittes genauer zu untersuchen. Das Ergebnis zeigt Abbildung 

3.8.  
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Abb. 3.8 Wachstum von NCI-H82 unter stei-
genden Konzentrationen von 4-HPR (0,01 µM, 
0,05 µM, 0,1 µM, 0,5 µM, 1 µM und 2,5 µM) in 
serumfreien SIT-Medium. Die Zellen wurde nach 
sechs Tagen mit einem Coulter Counter gezählt 
und prozentual zur Kontrolle (SIT-Medium mit 1% 
Ethanol)  angegeben. Die Konzentrationsangaben 
erfolgten logarithmisch. Der Versuch wurde 
dreimal unabhängig durchgeführt und ein reprä-
sentatives Ergebnis ausgewählt. 
 

 

 

 

 

Ab einer Konzentration von 0,5 µM Fenretinid ist eine sehr starke Hemmung des 

Zellwachstums auf 3% der Kontrollzellzahl zu sehen, während bei einer Konzentration 

von 0,1 µM keine signifikante Hemmung auftritt. 

 

3.3.3 Abhängigkeit der Retinoidwirkung von Serumalbumin 

Um das unterschiedliche Ausmaß der Wachstumshemmung durch Fenretinid in 

serumhaltigem oder serumfreiem Medium weiter zu untersuchen, wurde SIT-Medium 

Rinder-Serumalbumin in der Konzentration 0,25% zugesetzt und das Wachstums-

verhalten der Zellinie NCI-H82 in SIT-Medium mit und ohne Zusatz von Rinder-

Serumalbumin untersucht. Die gewählte Konzentration des Serumalbumins entspricht 

etwa dem Gehalt in 10prozentigem FCS mit einem Proteingehalt von 3-4% und 

ungefähr 60% Albuminfraktion. 

 

3.3.3.1 Fenretinidwirkung 

Die Zellinie NCI-H82 reagiert unter 2,5 µM 4-HPR auf den Zusatz von Serumalbumin 

mit einem ausgeprägten Rückgang der Wachstumsinhibition (Abb. 3.9). Während im 

SIT-Medium nach sechs Tagen nur noch 3% der Kontrollzellzahl zu finden sind, ist in 

dem Ansatz mit Serumalbumin keine Hemmung durch Fenretinid zu sehen. 
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Abb. 3.9 Abhängigkeit der Wirkung Fen-
retinids von Serumalbumin. Die Zellinie 
NCI-H82 wurde sechs Tage 2,5 µM 4-HPR 
in SIT-Medium mit oder ohne Zusatz von 
0,25% Rinder-Serumalbumin (BSA) 
exponiert. Der Kontrolle wurde 1% Ethanol 
zugesetzt. Die Zellzahl wurde mit einem 
Coulter Counter ermittelt und in Prozent, 
bezogen auf die Kontrollzellzahl, errechnet. 
Abgebildet sind Mittelwerte und Standard-
abweichungen eines repräsentativen 
Versuches. 
 

 

 

3.3.3.2 All-trans-Retinsäure-Wirkung 

Die Zellinie SCLC-24H reagiert in SIT-Medium nach Zugabe von 10 µM all-trans-

Retinsäure mit einem Rückgang der Zellzahl auf 12% der Kontrolle, in R10-Medium 

nur auf 74% der Kontrolle (Abb. 3.10). In Anwesenheit von Serumalbumin entspricht 

die Hemmwirkung derjenigen in R10-Medium. 

 

Abb. 3.10 Einfluß von 10 µM all-trans-Retinsäure auf die Zellzahl von SCLC-24H und NCI-H82 in 
verschiedenen Medien. Die Zellen wuchsen sechs Tage in serumhaltigen R10-Medium, serumfreien 
SIT-Medium oder SIT-Medium mit 0,25% Serumalbumin (BSA) unter Zusatz von 10 µM ATRA oder 
1% Ethanol als Kontrolle. Die Zellzahl wurde mit einem Coulter Counter bestimmt. Der Versuch 
wurde dreimal durchgeführt und ein repräsentatives Ergebnis abgebildet. Der Mittelwert errechnet 
sich aus vier Parallelen, die Balken stellen die Standardabweichung dar. 
 

 

Auch bei der Zellinie NCI-H82 ist eine signifikant stärkere Hemmung unter 10 µM 

ATRA in serumfreien Medium zu beobachten (5%) als in serumhaltigen Medium mit 

 

NCI-H82

R10-Medium SIT-Medium mit SIT-Medium

Ze
llz

ah
l in

 P
ro

ze
nt

 d
er

 K
on

tro
lle

20

40

60

80

100

120
Kontrolle
ATRA

0,25 % BSA  

SCLC-24H

R10-Medium SIT-Medium mit SIT-Medium

Ze
llz

ah
l in

 P
ro

ze
nt

 d
er

 K
on

tro
lle

20

40

60

80

100

120

Kontrolle
ATRA

0,25 % BSA  

NCI-H82

SIT-Medium SIT-Medium mit

Ze
llz

ah
l in

 P
ro

ze
nt

 d
er

 K
on

tro
lle

20

40

60

80

100

120
Kontrolle
4-HPR

0,25 % BSA



 3.3 Wirkung der Retinoide in serumfreiem Medium 52 

25% der Kontrollzellzahl (Abb. 3.10). Wachsen die Zellen in SIT-Medium mit Zusatz 

von Serumalbumin, beträgt die Zellzahl nach sechs Tagen noch 62% der Kontrolle. Die 

Hemmung liegt somit unter der Inhibition in serumhaltigen Medium.  

 

3.3.4 Einfluß von dialysierten oder gestrippten Medien auf  

das Zellwachstum 

Da die schwächere Hemmung von Fenretinid in serumhaltigem Medium auf einen im 

Serum enthaltenen Faktor zurückzuführen sein könnte, wurden Wachstumsversuche 

mit den Zellinien NCI-H82 und SCLC-24H in verschiedenen Medien durchgeführt. 

Zum einen wurde mit Kohle gestripptes FCS verwendet, aus dem so die lipophilen 

Substanzen wie Retinoide, Vitamin D3, Schilddrüsenhormone und andere entfernt 

wurden. Zum anderen standen zwei dialysierte Medien zur Verfügung mit 

Molekulargewichten bis 1.000 bzw. 10.000. Fenretinid wurde in der Konzentration 

10 µM eingesetzt, die Ergebnisse wurden mit R10-Medium verglichen.  

Die Überlebensfraktionen in den einzelnen Medien unterscheidet sich nicht von 

denjenigen im R10-Medium. Die Ergebnisse sind daher im einzelnen nicht dargestellt. 

 

3.4  Wirkung von Fenretinid in Kombination mit 

all-trans-Retinsäure 

Anhand zweier Zellinien, NCI-H82 und SCLC-24H, sollte untersucht werden, ob durch 

Kombination von 4-HPR und ATRA eine synergistische oder additive Wirkung auf die 

Zellproliferation auftritt. Dazu wurde je eine schwach und eine mittelstark wirkende 

Konzentration der Retinoide ausgesucht, um nicht durch zu starke Inhibition 

eventuelle Effekte zu überdecken. Für Fenretinid waren dies 2,5 µM und 0,1 µM, für 

ATRA 10 µM und 1 µM bei der Zellinie SCLC-24H bzw. 0,1 µM und 0,01 µM bei der 

gut reagierenden Zellinie NCI-H82. Pro Zellinie ergaben sich so vier Konzentrations-

Kombinationen. Zusätzlich wurden als Kontrollansatz die Retinoide einzeln eingesetzt 

und zwar in den Konzentrationen 0,1, 0,5, 2,5 und 5 µM 4-HPR sowie 1 und 10 µM 

bzw. 0,01, 0,1, 1 und 10 µM ATRA. Die Zellzahl wurde jeweils auf unbehandelte 

Kontrollen bezogen. 
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Das Ergebnis des Kombinationsansatzes für die Zellinie SCLC-24H zeigt Abbildung 

3.11. Auf der z-Achse ist die prozentuale Zellzahl aufgetragen. Während sich bei den 

Einzelsubstanzen unter 2,5 µM 4-HPR die Zellzahl auf 45% reduziert, tritt unter 0,1 µM 

4-HPR sowie unter 1 µM oder 10 µM ATRA keine signifikante Hemmung auf. Die 

Zugabe von 10 µM oder 1 µM ATRA zu 2,5 µM 4-HPR (rechte Balkenreihe) verstärkt 

die Inhibition von Fenretinid nicht. Dagegen kommt es durch die Kombination von 

10 µM oder 1 µM ATRA mit 0,1 µM 4-HPR zu einer Wachstumshemmung. Unter 

10 µM ATRA plus 0,1 µM 4-HPR reduziert sich die Zellzahl auf 72% der Kontrolle, 

unter 1 µM ATRA plus 0,1 µM 4-HPR auf 57% (mittlere Balkenreihe). 

 

Abb. 3.11 Proliferationshemmung der Zellinie SCLC-24H durch Kombination von 4-HPR und ATRA. 
Die Zellen wuchsen sechs Tage mit Zusatz der Retinoide in den Konzentrationen 0,1 µM oder 
2,5 µM 4-HPR, 1 µM oder 10 µM ATRA bzw. in den Kombinationen 0,1 µM 4-HPR plus 1 µM ATRA, 
0,1 µM 4-HPR plus 10 µM ATRA, 2,5 µM 4-HPR plus 1 µM ATRA, 2,5 µM 4-HPR plus 10 µM ATRA. 
Als Kontrolle diente R10-Medium mit 1% Ethanol. Die Zellzahl wurde mit einem Coulter Counter 
gemessen und auf der z-Achse prozentual zur Kontrolle abgetragen. Der Versuch wurde dreimal 
durchgeführt und ein repräsentatives Ergebnis abgebildet. Dargestellt sind die Mittelwerte aus vier 
Parallelen. 
 

Bei der Zellinie NCI-H82 kann im Gegensatz zur Zellinie SCLC-24H kein signifikanter 

Effekt festgestellt werden, die Resultate sind daher im einzelnen nicht wiedergegeben. 

 

Um zu untersuchen, ob es sich bei dem beobachteten Effekt einer Wirkungs-

verstärkung von 0,1 µM 4-HPR durch 1 µM bzw. 10 µM ATRA um einen 
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synergistischen oder additiven Effekt handelt, wurden die Daten durch eine 

Berechnung des Kombinationsindex CI nach dem median-plot-Prinzip ausgewertet 

(CHOU 1994, SACKS 1995) (s. Kapitel 2.2.8.2):  

  CI = D1/Dx1 + D2/Dx2  

mit CI = Kombinationsindex; Dx1 = Dosis von 4-HPR, die eine gegebene 
Inhibition von x als Einzelsubstanz hervorruft; D1 = Dosis von 4-HPR, die eine 
gegebene Inhibition von x in Kombination mit ATRA hervorruft; D2 und Dx2 
entsprechend für ATRA. 

 
Wenn CI kleiner als 1, liegt ein synergistischer Effekt zugrunde, bei CI = 1 ein 

additiver, bei CI > 1 ein antagonistischer Effekt. 

Von den Einzelsubstanzen wurde eine Dosis-Wirkungs-Kurve erstellt (Abb. 3.12.a). 

Fenretinid wurde in den Konzentrationen 0,1 µM, 0,5 µM, 2,5 µM und 5 µM, ATRA in 

1 µM und 10 µM eingesetzt. In Abb. 3.12.b wurden diese Daten als median-effect plot 

dargestellt (CHOU 1994): auf der x-Achse ist logarithmisch die Dosis in µM abgetragen, 

auf der y-Achse logarithmisch das Verhältnis der Inhibitionsfraktion (fa) zur Über-

lebensfraktion (fu). Mittels linearer Regressionsanalyse (r2 > 0,99) ließ sich so die 

Konzentration der Einzelsubstanz für die Wirkung in der Kombination errechnen. Für 

all-trans-Retinsäure wurde darauf verzichtet, da die erzielten Wachstumshemmungen 

in der Kombination außerhalb der maximal eingesetzten Einzelkonzentration von 

10 µM lagen und eine Extrapolierung bei der geringen Anzahl von Datenpunkten nicht 

sinnvoll erschien. 

Man erhält für die Kombination von 0,1 µM 4-HPR mit 10 µM ATRA: D1 = 0,1 µM und 

D2 = 10 µM. Die Zellzahl liegt in der Kombination der beiden Retinoide bei 72% der 

Kontrolle (s. Abb. 3.11.), aus Abb. 3.12.b ergibt sich für Fenretinid als Einzelsubstanz 

eingesetzt eine Zellzahl von 72% bei der Konzentration von Dx1 = 0,74 µM. Dx2 kann 

aus den Versuchsdaten nicht ermittelt werden, muß aber um ein Vielfaches größer als 

D2 sein, so daß das Verhältnis D2/Dx2 in der Gleichung vernachlässigbar ist. Somit ist 

 CI = D1/Dx1 = 0,1 µM / 0,74 µM = 0,14 

In Anlehnung daran errechnet sich für die Kombination von 0,1 µM 4-HPR plus 1 µM 

ATRA mit einer Zellzahl von 57%: D1 = 0,1 µM und Dx1 = 1,48 µM und 

 CI = D1/Dx1 = 0,1 µM / 1,48 µM = 0,068 

 

In beiden Fällen liegt der Kombinationsindex CI deutlich unter 1, was auf einen 

synergistischen Effekt zwischen Fenretinid und all-trans-Retinsäure in niedrigen 

Konzentrationen hinweist. 
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Abb. 3.12.A Dosis-Wirkungs-Kurve von 1 µM und 10 µM ATRA bzw. 0,1 µM, 0,5 µM, 2,5 µM und 
5 µM 4-HPR auf das Zellwachstum von SCLC-24H, gemessen am sechsten Tag. Dargestellt sind die 
Mittelwerte aus vier Parallelen mit den Standardabweichungen, die Zellzahl wurde prozentual zur 
unbehandelten Kontrolle (R10-Medium plus 1% Ethanol) wiedergegeben. B median effect plot der 
Dosis-Wirkungskurven von Fenretinid und ATRA als Einzelsubstanz. x-Achse: Logarithmus der 
Dosis [µM], y-Achse: Logarithmus der Inhibitionsfraktion fa zur Überlebensfraktion fu. Zusätzlich sind 
die Regressionsgeraden (r2 > 0,99) eingetragen. 
 

 

3.5 Reversibilität der Wirkung von Fenretinid und 

all-trans-Retinsäure 

Um der Frage nachzugehen, ob die Proliferationshemmung durch Fenretinid oder all-

trans-Retinsäure auch nach Entzug der Droge anhält, sollte zunächst die Wachstums-

kinetik der Zellen unter 4-HPR oder ATRA gemessen werden. Eine zweite Bestim-

mung der Wachstumskinetik wurde dann mit durch die Retinoide vorbehandelten 

Zellen in reinem R10-Medium wie in Kapitel 2.2.4 beschrieben durchgeführt. Dazu 

wurde die Zellinie NCI-H82 ausgewählt, da nur diese gut auf ATRA ansprach. Die 

Retinoide wurden in einer mittelstarken Konzentration von 5 µM eingesetzt, um 

irreversible zytotoxische Effekte zu vermeiden. Als Vergleichsparameter diente die 

Zellzahlverdopplungszeit (pdt) zwischen dem zweiten und vierten Tag, die einen 

guten Hinweis auf das Wachstumsverhalten in der exponentiellen Wachstumsphase 

der Zellen gibt (zur Berechnung s. 2.2.8.3). 

Die Abbildung 3.13.a zeigt das Wachstumsverhalten unter Zusatz der Retinoide. Die 

Kontrollgruppe weist mit 19 Stunden eine niedrige Zellzahlverdopplungszeit auf. 
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Unter dem Einfluß von Fenretinid geht die Zellzahl bis zum zweiten Tag leicht zurück, 

um dann weniger stark anzusteigen. Die Zellzahlverdopplungszeit (pdt) liegt mit 39 

Stunden oberhalb der Kontrolle. Die stärkste Proliferationshemmung ist bei der mit 

ATRA behandelten Gruppe zu beobachten, hier errechnet sich eine Zellzahlverdopp-

lungszeit von 49 Stunden.  
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Abb. 3.13.A Wachstumskinetik der Zellinie NCI-H82 unter 5 µM 4-HPR oder 5 µM ATRA bzw. der 
Kontrolle mit 1% Ethanol. Die Zellen wurden in einer Dichte von 104 Zellen/ml ausgesät und die 
Zellzahl täglich zwischen dem zweiten und sechsten Tag mit einem Coulter Counter bestimmt. Die 
Auftragung erfolgte halblogarithmisch als Zellzahl log [ml-1] gegen die Inkubationsdauer. Die Zellzahl-
verdopplungszeit (pdt) wurde zwischen dem zweiten und vierten Tag in der Phase des stärksten 
Wachstums ermittelt. pdt (Kontrolle) = 19 Stunden, pdt (4-HPR) = 39 Stunden, pdt (ATRA) = 49 
Stunden. B Wachstumskinetik der Zellinie NCI-H82 in R10-Medium. Die Zellen wurden sechs Tage 
mit 5 µM 4-HPR oder ATRA bzw. R10-Medium vorbehandelt, der weitere Versuchsablauf entspricht 
dem unter Abb. 3.12.a. genannten. pdt (Kontrolle) = 21 Stunden, pdt (4-HPR) = 21 Stunden, pdt 
(ATRA) = 25 Stunden. 
 

In Abbildung 3.13.b ist die Wachstumskinetik in R10-Medium von Zellen dargestellt, 

die sechs Tage mit 4-HPR oder ATRA vorbehandelt wurden. Bereits am zweiten Tag 

steigt die Zellzahl in der unbehandelten Kontrollgruppe und der mit Fenretinid 

vorbehandelten Gruppe an; die pdt liegt in beiden Gruppen bei 21 Stunden und 

erreicht somit beinahe die pdt der Kontrolle aus dem Vorversuch. Die Zellzahl der mit 

ATRA vorbehandelten Zellen stagniert bis zum zweiten Tag, steigt dann aber an mit 

einer pdt von 25 Stunden. 
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3.6 Effekte durch konstante Fenretinidexposition 

3.6.1 Kultivierung resistenter Zellinien unter Fenretinidzusatz 

Auch nach mehrtägiger Exposition von Zellen unter einer Fenretinidkonzentration von 

10 µM waren im Lichtmikroskop noch vitale Zellen zu sehen. Daher sollte beobachtet 

werden, ob Zellen von kleinzelligen Bronchialkarzinomlinien in Anwesenheit von 

4-HPR zur Proliferation fähig sind. Die Zellinien SCLC-24H und NCI-H82 wurden mit 

einer 4-HPR Konzentration von 10 µM in R10-Medium kultiviert und je nach 

Wachstumsgeschwindigkeit nach ein bis zwei Wochen geteilt. Zwischendurch wurde 

das Kulturmedium gegen frisches ausgetauscht.  

In beiden Zellinien waren die Zellen auch nach 13 Passagen noch vital, die Prolifera-

tionsgeschwindigkeit hatte sich nach ca. vier Passagen auf ein langsameres Wachstum 

als die Mutterlinien eingependelt; die Zellen der Linie NCI-H82 wurden wöchentlich 

geteilt, die der Zellinie SCLC-24H acht- bis zwölftägig. Zur Überprüfung der 

Zellvitalität wurden die Zellen nach der Passage 10 (NCI-H82) bzw. Passage 8 

(SCLC-24H) bei –80 °C eingefroren und nach einigen Monaten wieder aufgetaut. Die 

anschließende Zellhaltung zeigte keine Veränderung im Proliferationsverhalten. Die 

beiden „resistenten“ Zellinien sollen im weiteren mit NCI-H82-HPR und SCLC-24H-

HPR bezeichnet werden. 

 

3.6.2 Morphologische Veränderungen unter Fenretinid 

Die Zellinien NCI-H82-HPR und SCLC-24H-HPR wurden in R10-Medium mit einem 

Zusatz von 10 µM Fenretinid kultiviert (s. 3.5.1). Nach 13 bzw. 10 Passagen – etwa 18 

Wochen entsprechend - waren die unten abgebildeten morphologischen 

Veränderungen zu beobachten (Abb. 3.14 und Abb. 3.15). Die Zellinie NCI-H526 

wurde über kurze Zeit ebenfalls in R10-Medium mit 10 µM 4-HPR gehalten. Hier trat 

bereits nach 10 Tagen eine veränderte Zellmorphe auf (Abb. 3.16).  

 

In allen drei Zellinien falten sich die lockeren Zellaggregate der Mutterlinien zu 

Kugeln, die hohl zu sein scheinen bzw. zentrale Nekrosen aufweisen könnten. Das 

Zellbild ähnelt der Wachstumsform vom klassischen Subtyp. Diese Veränderungen 
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treten nur bei einem Teil der behandelten Zellaggregrate auf, sind aber nicht bei den 

unbehandelten Zellinien zu beobachten. 

 

 

Abb. 3.14 Links: Zellaggregate der Z
gegen Fenretinid resistenten Zellinie
von 10 µM 4-HPR (200x). 
 

Abb. 3.15 Links: Zellaggregate der 
der gegen Fenretinid resistenten Ze
Zusatz von 10 µM 4-HPR (50x). 
 

Abb. 3.16 Links: Zellaggregate der 
Linie NCI-H526. Die Zellen wuchsen
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3.6.3 Einfluß von all-trans-Retinsäure oder retinoidfreiem Medium  

auf NCI-H82-HPR 

Da für die klinische Verwendung von Fenretinid die Frage nach der Stabilität einer 

Wachstumshemmung bedeutsam ist, wurden mit den Zellen der resistenten Sublinie 

NCI-H82-HPR nach 12 Passagen ein Proliferationsassay durchgeführt. Zusätzlich 

wurde eine Reaktion der Zellinie auf ATRA überprüft, da die Ausgangslinie NCI-H82 

durch ATRA hemmbar ist, um so der Frage einer möglichen Kreuzresistenz 

nachzugehen. 

Die in 10 µM Fenretinid wachsende Zellinie NCI-H82-HPR wurde zweimal mit 

RPMI 1640 gewaschen und sechs Tage in R10-Medium, 10 µM ATRA, 10 µM ATRA mit 

10 µM 4-HPR oder 10 µM 4-HPR kultiviert. Danach wurde die Zellzahl mit einem 

Coulter Counter bestimmt. 

 

Abb. 3.17 Wachstum der gegen Fenretinid 
„resistenten“ Zellinie NCI-H82-HPR in R10-
Medium, 10 µM ATRA, 10 µM 4-HPR mit 
10 µM ATRA oder 10 µM 4-HPR. Nach 
sechs Tagen wurde die Zellzahl im Coulter 
Counter gemessen. Dargestellt sind die 
Mittelwerte aus vier Parallelen mit den Stan-
dardabweichungen. Der Versuch wurde 
dreimal unabhängig durchgeführt, 
abgebildet ist ein repräsentatives Ergebnis. 
 

 

 

 

 

In retinoidfreiem R10-Medium verdoppelt sich die Zellzahl von 1,0 x 105 Zellen/ml 

unter 10 µM 4-HPR auf 2,0 x 105 Zellen/ml (Abb. 3.17). Dagegen bleibt die Zellzahl 

unter 10 µM ATRA mit 1,1 x 105 Zellen/ml annähernd gleich. Eine sehr schwache 

Reduktion der Zellzahl auf 0,9 x 105 Zellen/ml ist unter der Kombination von 10 µM 

4-HPR mit 10 µM ATRA zu sehen. 
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3.7 Nachweis von Apoptose  

3.7.1 TUNEL-Test 

Der Apoptosenachweis mit dem TUNEL-Test beruht auf einer Markierung der DNA-

Fragmente, die während des Apoptoseprozesses entstehen. Biotinylierte d-UTPs 

werden an die 3‘-OH-Enden der DNA-Fragmente eingebaut und in einem zweiten 

Schritt mit Meerrettich-Peroxidase und DAB detektiert.  

Der TUNEL-Test wurde wie in 2.2.6. beschrieben mit Cytospinpräparaten der Zellinien 

NCI-H82, SCLC-24H, DMS79 und NCI-H146 durchgeführt. Die ersten beiden Zellinien 

sind gut durch Fenretinid hemmbar, die letzteren reagieren nur schwach (s. Abb. 3.3). 

Es wurde eine mittelstarke Konzentration von Fenretinid (5 µM) gewählt, um zyto-

toxische und damit evtl. nekrotische Effekte gering zu halten. Zusätzlich wurden mit 

5 µM all-trans-Retinsäure behandelte Proben der Zellinie NCI-H82, die auch durch 

ATRA inhibiert wird, untersucht sowie Proben der „resistenten“ Zellinie NCI-H82-

HPR unter 5 µM 4-HPR. Die Einwirkzeit der Retinoide betrug 48 Stunden. Die 

gefärbten Zellen wurden mit einem Phasenkontrastmikroskop in einer 100x 

Vergrößerung ausgewertet. Pro Präparat wurden drei Gesichtsfelder à ca. 1000 Zellen 

ausgezählt.  

Bei der Zellinie NCI-H82 erhöht sich der Anteil der apoptotischen Zellen unter der 

Fenretinidbehandlung von 5% in der Kontrolle auf 45%, während durch den Zusatz 

von all-trans-Retinsäure kein Anstieg der apoptotischen Zellfraktion zu verzeichnen 

ist. Die „resistente“ Sublinie der NCI-H82 weist unter 5 µM 4-HPR einen apoptotischen 

Zellanteil von 10% auf. Die Zellinie SCLC-24H reagiert auf 4-HPR mit einer Verdopp-

lung der apoptotischen Zellzahl von 15% in der Kontrolle auf 30%. Die prozentuale 

Anzahl der apoptotischen Zellen liegt in den beiden Zellinien, die schlechter durch 

Fenretinid hemmbar sind, dagegen nur bei 11% (DMS 79, Kontrolle 3%) bzw. bei 16% 

(NCI-H146, Kontrolle 10%). 
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Zellinie Apoptotische Zellen in Prozent der Gesamtzellzahl 

 Kontrolle 5 µM 4-HPR 5 µM ATRA 

NCI-H82 5% 45% 5% 

NCI-H82-HPR - 10% - 

SCLC-24H 15% 30% - 

DMS79 3% 11% - 

NCI-H146 10% 16% - 

Tab. 3.4 Nachweis apoptotischer Zellen mit dem TUNEL-Test. Die Zellinien NCI-H82, SCLC-24H, 
DMS79 und NCI-H146 wurden 48 Stunden mit R10-Medium plus 1% Ethanol (Kontrolle), 5 µM 
4-HPR oder 5 µM ATRA inkubiert und aus den Zellen Cytospinpräparate hergestellt. Der TUNEL-
Test wurde laut Herstellerprotokoll durchgeführt und die Präparate mit einem Phasenkontrast-
mikroskop ausgewertet. In drei Gesichtsfeldern pro Präparat wurde die Gesamtzellzahl und die Zahl 
der apoptotischen Zellen ermittelt. 
 

 

3.7.2 AnnexinV-Assay 

In der frühen Phase der Apoptose dreht sich das Phospholipid Phosphatidylserin, 

normalerweise an der Innenseite der Zellmembran lokalisiert, auf die Außenseite der 

Zellmembran. Diese Translokation von Phosphatidylserin läßt sich durch AnnexinV, 

einem spezifisch an Phosphatidylserin bindenden Protein, nachweisen. Dazu wurde 

FITC-markiertes AnnexinV eingesetzt und die Zellen durchflußzytometrisch 

gemessen. Zusätzlich wurden die Zellen mit Propidiumiodid markiert, welches die 

Zellmembran nekrotischer Zellen durchdringen kann. Dadurch ist es möglich, 

zwischen früh-apoptotischen Zellen (AnnexinV-positiven), spät-apoptotischen 

(AnnexinV- und Propidiumiodid-positiven) und nekrotischen (Propidiumiodid-

positiven) Zellen zu unterscheiden. 

Die Zellen der Linien SCLC-24H und NCI-H82 wurden 24 Stunden mit R10-Medium, 

10 µM 4-HPR und 10 µM ATRA (nur NCI-H82) inkubiert und im Anschluß mit 

AnnexinV und Propidiumiodid (PI) markiert. Innerhalb der nächsten halben Stunde 

erfolgte die Messung der Proben im Durchflußzytometer.  
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Zellinie Ansatz Prozentualer Anteil an den Gesamtereignissen 

  - AnnexinV PI PI +AnnexinV 

Kontrolle 58,1% 3,3% 32,7% 5,9% SCLC-24H 

10 µµµµM 4-HPR 38,6% 11,4% 25,7% 24,3% 

Kontrolle 78,7% 2,1% 17,0% 2,2% 

10 µµµµM 4-HPR 27,7% 20,6% 26,0% 25,7% 

NCI-H82 

10 µµµµM ATRA 78,9% 3,7% 12,5% 5,0% 

Tab. 3.3 Statistische Auswertung des AnnexinV-Assays (Abb. 3.18). Angegeben ist der prozentuale 
Anteil der einzelnen Fraktionen. PI: Propidiumiodid markiert, AnnexinV: AnnexinV-FITC markiert. Die 
Einteilung der Quadranten ergibt sich aus Abb. 3.18. 
 

 

Sowohl bei der Zellinie NCI-H82 als auch bei SCLC-24H steigt nach Fenretinid-

Behandlung die Zahl der apoptotischen, AnnexinV-positiven Zellen verglichen mit der 

unbehandelten Kontrolle deutlich an (Abb. 3.18, Tab. 3.3). Während bei der Zellinie 

SCLC-24H die AnnexinV-positiven Zellen der Kontrolle 3,3% ausmachen und die spät-

apoptotischen PI- und AnnexinV-positiven 5,9%, steigt der Anteil der AnnexinV 

markierten Zellen unter 4-HPR-Behandlung auf 11,4%, derjenigen der AnnexinV-und 

PI-positiven auf 24,3%. Sowohl die unbehandelte wie behandelte Probe weisen viele PI 

markierte, nekrotische Zellen auf.  

Die Kontrollprobe und die mit 10 µM ATRA stimulierten Zellen der Zellinie NCI-H82 

zeigen eine ähnliche Verteilung der verschiedenen Zellfraktionen. Unter Zusatz von 

4-HPR dagegen erhöht sich die Zahl der AnnexinV-positiven Zellen von 2,1% auf 

20,6%, die der AnnexinV- und PI-positiven von 2,2% auf 25,7%. 
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3.8 Expression von IGFBP-2 

Die insulin-ähnlichen Wachstumsfaktoren IGF-I und IGF-II wurden in zahlreichen in 

vitro Zellsystemen als mitogen wirkende Faktoren beschrieben, so auch bei klein-

zelligen und nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinom-Zellinien. Eine wichtige Rolle zur 

Modulation der Wirkung von IGFs spielen die IGF-bindenden Proteine, für SCLC-

Zellinien ist dies insbesondere IGFBP-2. In vitro Studien haben gezeigt, daß die IGFBPs 

die Effekte der IGFs sowohl inhibieren als auch stimulieren können. Die Expression 

der IGFBPs wird durch eine Reihe von Faktoren, u.a. auch Retinoide, beeinflußt. Diese 

Regulation kann auf mRNA-Ebene ebenso wie auf Proteinebene stattfinden und soll im 

folgenden für IGFBP-2 mittels Western-Ligand-Blot und RT-PCR untersucht werden. 

 

3.8.1 Sekretion von IGFBP-2 

Die Wirkung von 4-HPR und ATRA auf die Proteinexpression von IGFBP-2 wurde an 

den Zellinien NCI-H82, SCLC-24H und der Sublinie NCI-H82-HPR untersucht. Die 

Zellen wurden in einer Dichte von 5x104/ml in ST-Medium ausgesät und 4-HPR oder 

ATRA in einer Endkonzentration von 10 µM bzw. 1 µM zugesetzt. Als Kontrolle diente 

1% Ethanol, was der maximalen Konzentration des Lösungsmittels Ethanol in den 

Retinoidproben entsprach. Nach einer Inkubation von fünf Tagen wurden die 

konditionierten Medien abzentrifugiert, mittels TCA-Fällung ankonzentriert, 

elektrophoretisch aufgetrennt, geblottet und schließlich nach der Western Ligand Blot 

Methode analysiert.  

Der Einfluß der beiden Retinoide all-trans-Retinsäure und Fenretinid ist stellvertretend 

für drei Versuchsdurchführungen in Abb. 3.19 dargestellt. Zellinie NCI-H82 zeigt eine 

Abnahme von IGFBP-2 im Medium in Anwesenheit von ATRA oder 4-HPR, während 

bei der Zellinie SCLC-24H ein leichter Anstieg des IGFBP-2 durch die Retinoide zu 

beobachten ist. Im Vergleich zur Ausgangszellinie NCI-H82 weist die „resistente“ 

Sublinie NCI-H82-HPR eine deutliche Erhöhung von IGFBP-2 im Überstand auf. Zur 

Verdeutlichung wurde die Bandenintensität densitometrisch bestimmt (Abb. 3.20) und 

prozentual zum Wert der unbehandelten Kontrolle wiedergegeben. Da die Zellzahl in 

der mit Fenretinid behandelten Probe der Zellinie NCI-H82 nach fünf Tagen nur noch 

55% der Zellzahl in der Kontrolle betrug, wurde die errechnete Bandenintensität auf 
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die Zellzahl bezogen, um eine verringerte Proteinsekretion durch die geringere 

Zellzahl auszugleichen. Die Bandenintensität beträgt so in der Zellinie NCI-H82 unter 

ATRA 68%, unter 4-HPR 63%. Dagegen steigt in der Sublinie NCI-H82-HPR die 

Bandenintensität verglichen mit einer unbehandelten Kontrolle auf 195% an. In der 

Zellen der Linie SCLC-24H liegt die Bandenintensität durch die Retinoidbehandlung 

bei 123% (ATRA) bzw. 121% (4-HPR). 

 

 

 

 

- 32 kD 

4-HPR Kontr. Kontr. ATRA 4-HPR Kontr. ATRA 4-HPR 
NCI-H82-HPR NCI-H82 SCLC-24H 

 

Abb. 3.19 Einfluß von Fenretinid und all-trans-Retinsäure auf die Sekretion von IGFBP-2: Western-
Ligand-Blot von konditionierten Medien der Zellinien NCI-H82 und SCLC-24H. Die Zellen wurden 
fünf Tage im ST-Medium mit 10 µM 4-HPR, 1 µM ATRA oder 1% Ethanol als Lösungsmittel-Kontrolle 
stimuliert. Die konditionierten Medien wurden nach der Western-Ligand-Blot-Methode mit [125I]-IGF-I 
entwickelt und zeigten eine IGFBP-2 spezifische Bande bei 32 kD. 
 

 

 

 

Abb. 3.20 Densitometrische Analyse des in 
Abb. 3.19 dargestellten Western-Ligand-
Blots. Die Werte wurden auf die Zellzahl der 
jeweiligen Kontrolle normiert und prozentual 
zur Bandenintensität der Kontrollprobe ange-
geben. Die Stimulation erfolgte fünf Tage in 
ST-Medium unter Zusatz von 10 µM 4-HPR 
oder 1 µM ATRA, als Kontrolle diente ST-
Medium mit 1% Ethanol. Die Sublinie 
NCI-H82-HPR wurde mit 10 µM 4-HPR 
stimuliert.  
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3.8.2 mRNA-Expression von IGFBP-2 

Zur weiteren Untersuchung der Regulation von IGFBP-2 bei kleinzelligen 

Bronchialkarzinom-Zellinien wurde die Wirkung von all-trans-Retinsäure und Fenre-

tinid auf dessen mRNA-Expression mittels einer RT-PCR getestet. 

Die Zellen der Zellinien NCI-H82, SCLC-24H sowie der „resistenten“ Sublinie 

NCI-H82-HPR wurde 24 Stunden in R10-Medium mit Zusatz von 10 µM Fenretinid 

bzw. 1 µM ATRA inkubiert. Anschließend wurde aus diesen Zellen RNA extrahiert, 

cDNA transkribiert und eine PCR mithilfe eines IGFBP-2 spezifischen Primer-Paares 

durchgeführt. Zur Normierung der verwendeten cDNA-Menge wurde zunächst eine 

PCR für GAPDH eingesetzt unter der Annahme, daß die Retinoide keinen Einfluß auf 

die Expression von GAPDH haben. Die cDNA-Menge, die zu vergleichbarer 

Bandenintensität in der GAPDH-PCR führte, wurde dann in der PCR für IGFBP-2 

verwendet. Um eine Veränderung der Bandenintensitäten zu erfassen, wurden diese 

densitometrisch ausgewertet und das Ergebnis prozentual zur Intensität der 

unbehandelten Kontrollprobe dargestellt. 
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Abb. 3.21 Untersuchung der mRNA-Expression mit RT-PCR von IGFBP-2 (A) bzw.
Zellinien SCLC-24H sowie NCI-H82 und NCI-H82-HPR unter dem Einfluß von 10 
1 µM ATRA. Die Stimulation erfolgte 24 Stunden im R10-Medium, als Kontrolle dien
mit 1% Ethanol. Die resistente Sublinie der NCI-H82 wurde mit 10 µM 4-HPR stimuli
wurde eine RT-PCR mit IGFBP-2 spezifischem Primer-Paar durchgeführt, die Auftre
Produkte erfolgte in einem Ethidiumbromid-gefärbten, 1,5prozentigem Agarosegel. 
 

In Abbildung 3.21 sind repräsentative Banden der einzelnen Probenan

drei Versuchsdurchführungen) wiedergegeben. Bei der Zellinie NCI-H82
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Minderung der Bandenintensität in der mit 1 µM ATRA behandelten Probe erkennen, 

während die Banden der Fenretinid-Probe und der Kontrolle vergleichbar in ihrer 

Intensität sind. Gleiches gilt für die resistente Sublinie, die unter 10 µM 4-HPR 

kultiviert wurde (s. 2.2.1). Die densitometrische Messung ergibt für mit ATRA 

behandelte Proben der Zellinie NCI-H82 einen Wert von 61% der Kontrolle, die 

anderen Proben dieser Zellinie liegen bei 100% (Abb. 3.22). Die Zellinie SCLC-24H 

zeigt unter 4-HPR eine Bandendichte von 85% der Kontrolle, unter ATRA dagegen 

112 % der Kontrolle. 

 

 

Abb. 3.22 Densitometrische Analyse der 
in Abb. 3.21 dargestellten RT-PCR 
Ergebnisse. Abgebildet ist die Banden-
intensität der IGFBP-2 PCR-Produkte, 
prozentual zur Kontrollprobe. Die Sti-
mulation erfolgte 24 Stunden in R10-
Medium unter Zusatz von 10 µM 4-HPR 
oder 1 µM ATRA, als Kontrolle diente 
R10-Medium mit 1% Ethanol. Die Zell-
linie NCI-H82-HPR wurde mit 10 µM 
4-HPR stimuliert.  
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4 Diskussion 

4.1 Vergleich der Zellzahlbestimmungsmethoden 

Die in dieser Arbeit verwendete elektronische Zellzählung mit einem Coulter Counter 

wurde mit den Ergebnissen aus einem MTT-Assay und der Neubauer-Zählkammer 

mit Trypanblau-Färbung verglichen.  

Es zeigte sich, daß vom Coulter Counter auch die geschrumpften apoptotischen Zellen 

erfaßt wurden. Daher würde bei einer Auswertung mit Vitalfärbung und Zählung in 

der Neubauer-Zählkammer die von Fenretinid ausgelöste Wachstumshemmung 

größer ausfallen als mit dem Coulter Counter berechnet. Bei der Zellinie NCI-H82 

ergäbe sich beispielsweise unter der Konzentration von 5 µM 4-HPR mit der 

Neubauer-Zählkammer gezählt eine Überlebensfraktion von ungefähr 20%, mit dem 

Coulter Counter errechnet sich eine Überlebensfraktion von 50%.  

Die Ergebnisse aus den MTT-Assays unterschieden sich dagegen in ihrer maximalen 

Hemmung kaum von den Ergebnissen des Coulter Counters. In der Zellinie NCI-H82 

lagen die Resultate des MTT-Assays für eine Hemmung durch ATRA jedoch in den 

niedrigen Konzentrationen deutlich oberhalb der Zellzahlen des Coulter Counters. Zu 

erwarten wäre eigentlich umgekehrt eine reduzierte Stoffwechselaktivität der Zellen 

durch den zytostatischen Effekt der all-trans-Retinsäure und damit niedrigere Absorp-

tion im MTT-Assay. 

Zusammenfassend ergibt sich, daß eine Vitalfärbung mit Trypanblau und Auswertung 

in der Neubauer-Zählkammer die genauesten Ergebnisse liefert. Die Methode ist 

jedoch für einen größeren Versuchsumfang mit vielen verschiedenen Zellinien zu zeit-

aufwendig. Die Zellzählung mit einem Coulter Counter oder einem MTT-Assay liefert 

ungefähr äquivalente Resultate und ist daher für die hier vorliegende Fragestellung 

nach dem Auftreten von Wachstumshemmungen in einer größeren Zahl von Zellinien 

geeignet. 
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4.2 Wirkung der Retinoide in serumhaltigem Medium 

4.2.1 Hemmung des Zellwachstums durch Fenretinid 

Von Fenretinid wurde bereits in zahlreichen Arbeiten nachgewiesen, daß es das 

Wachstum unterschiedlicher Zellinie in vitro hemmen kann. Kalemkerian et al. (1995) 

untersuchten dies an einzelnen kleinzelligen Bronchialkarzinom-Zellinien. In dieser 

Arbeit sollte nun überprüft werden, ob eine Wachtumshemmung auch an einer größe-

ren Anzahl von SCLC-Zellinien zu beobachten ist und ob sich Unterschiede hinsicht-

lich der Empfindlichkeit auf das Retinoid ergeben. Daher wurden zwölf Zellinien des 

kleinzelligen Bronchialkarzinoms unterschiedlichen Konzentrationen von 4-HPR 

ausgesetzt und nach sechs Tagen die Zellzahl bestimmt. 

Fenretinid reduzierte in allen Zellinien dosisabhängig die Zellzahl. Die IC50-Werte 

reichten von 4,5 µM bis 7,5 µM, drei Zellinien konnten durch die eingesetzte maximale 

Konzentration von 10 µM 4-HPR nicht auf 50% der Kontrollzellzahl gehemmt werden. 

Die IC50-Werte lagen damit über dem in klinischen Studien erreichten Serumspiegel 

von 1-1,5 µM, welcher sich bei einer oralen Tagesdosis von 200 mg 4-HPR einstellt und 

nicht von nennenswerten toxischen Nebenwirkungen begleitet wird (FORMELLI 1993, 

NAIK 1995). Allerdings kann sich Fenretinid in verschiedenen Geweben, insbesondere 

in Epithel von lipophilem Gewebe wie z.B. der Brustdrüse, um den Faktor 10 bis 20 

anreichern (FORMELLI 1993, NAIK 1995). Ob dies auch in Bronchialkarzinom-Epithel in 

vivo stattfindet, ist nicht bekannt. 

Eine gute Wachstumshemmung der SCLC-Zellinien durch Fenretinid wurde bereits 

von Kalemkerian et al. (1995) beschrieben. Die Autoren ermittelten jedoch deutlich 

niedrigere IC50-Werte von 0,1-3 µM in Zellinien, die auch in dieser Arbeit eingesetzt 

wurden. Ein wichtiger Grund für diesen Unterschied dürfte in den verschiedenen Zell-

kulturbedingungen zu sehen sein. Der geringere Serumanteil des von Kalemkerian et 

al. verwendeten Mediums mit 5% FCS führt, wie in eigenen Versuchen gezeigt, zu 

einer ausgeprägten Steigerung der Hemmwirkung von Retinoiden (s. 3.3 und 4.3). 

Zusätzlich wurde die Zellzählung dort mit einer Neubauer-Zählkammer und Trypan-

blau-Färbung durchgeführt. Der Vergleich mit der Zählung im Coulter Counter ergab 

jedoch, daß auch nicht-vitale Zellen im Coulter Counter mitgezählt werden und die 

Inhibitionsfraktion dadurch unterschätzt wird (s. 3.1, 4.1). 
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Auffallend ist, daß insbesondere die varianten und transienten Subtypen gut durch 

Fenretinid gehemmt werden. Dies deckt sich mit Beobachtungen von Kalemkerian et 

al. (1995) und für ATRA mit Ergebnissen von Geradts et al. (1993). Ausnahmen stellen 

die Zellinie NCI-H69, eine klassische Zellinie, die sehr gut auf 4-HPR reagiert, sowie 

die Zellinie DMS79 dar, die als varianter Subtyp keine fünfzigprozentige Hemmung im 

eingesetzten Konzentrationsbereich zeigt.  

Die varianten Subtypen unterscheiden sich von den klassischen Zelltypen u.a. durch 

eine starke Überexpression oder Amplifikation des Proto-Onkogens c-myc. Retinoide 

können in die Expression von c-myc eingreifen. Eine Reduktion der Transkription 

durch Fenretinid (DELIA 1995, IGAWA 1994) sowie all-trans-Retinsäure (DOYLE 1989, 

KALEMKERIAN 1994, WEBER 1999) ist an kleinzelligen Bronchialkarzinom-Zellinien und 

anderen Zellinien beschrieben, teilweise war jedoch auch eine Erhöhung durch Fenre-

tinid in Prostatakarzinom-Zellinien zu beobachten (SUN 1999a). Die Verringerung der 

c-myc Expression wird allgemein mit Proliferationshemmung oder Differenzie-

rungsinduktion in Zusammenhang gebracht (SPENCER 1991). Andererseits ist von 

c-myc neben seinem mitogenen Effekt bekannt, daß es Apoptose induzieren kann 

(EVAN 1994, GREEN 1997, KAUFFMANN-ZEH 1997), welche durch bcl-2 unterdrückbar ist 

(FANIDI 1992). Zellen mit hoher c-myc-Expression könnten daher empfindlicher auf 

bestimmte Apoptose-Stimuli reagieren. Ein Rolle von c-myc bei dem guten Anspre-

chen der varianten und transienten Sublinien auf 4-HPR ist also nicht auszuschließen, 

die unterschiedliche zeitliche Kinetik der c-myc Regulation und des Apoptoseeintrittes 

durch 4-HPR macht aber zumindest einen direkten Zusammenhang nicht 

wahrscheinlich (DELIA 1995), sondern spricht eher für eine Regulation im Rahmen der 

Wachstumshemmung und Differenzierung. Das Ausmaß der c-myc-Expression ließe 

sich auch mit den beiden „Ausreißer-Zellinien“ DMS79 und NCI-H69 vereinbaren: die 

variante Zellinie DMS79, welche schlecht durch Fenretinid hemmbar ist, exprimiert 

wenig c-myc (HERRLINGER 1994, KIEFER 1987), ähnelt in dieser Hinsicht somit einem 

klassischen Typ, während die klassische Zellinie NCI-H69 stark N-myc exprimiert. Die 

Funktion von N-myc ist derzeit noch nicht völlig verstanden, es scheint jedoch ähn-

liche Wirkungen wie c-myc zu besitzen. 

Die stärkere Empfindlichkeit der varianten Zellinien könnte sich teilweise auch 

methodisch erklären. Wie der Vergleich der Zellzählungsmethoden ergibt, werden 

vom Coulter Counter auch kleine apoptotische Zellen erfaßt (s. 3.1, 4.1). Dieser Anteil 

fällt bei den schnell wachsenden varianten Zellinien weit weniger ins Gewicht als bei 

klassischen Zellinien mit ihrer deutlich höheren Zellzahlverdopplungszeit. Die vari-
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ante Zellinie DMS79 fiel unter den Kulturbedingungen durch ein relativ langsames 

Wachstum auf, während die klassische Zellinie NCI-H69 ausgesprochen schnell 

wächst. Die unterschiedliche Proliferationsgeschwindigkeit erklärt sicher nicht alleine 

den Unterschied zwischen varianten und klassischen Zellinien, macht aber deutlich, 

wie wichtig die Wahl der Zellzahlbestimmungsmethode ist.  

An dieser Stelle soll betont werden, daß die Zellzahl zur Messung der Proliferation nur 

ein Parameter unter anderen ist. Eine Analyse des Zellzyklus oder eine Bestimmung 

des [3H]-Thymidin-Einbaus wurden in dieser Arbeit nicht durchgeführt. Sacks et al. 

(1995) sahen jedoch in HNSCC-Zellinien unter ATRA eine Zellzahlreduktion bei 

erhaltenem [3H]-Thymidin-Einbau und begründeten damit synergistische Effekte mit 

Chemotherapeutika. Für genauere Untersuchungen müßte die Bestimmung der Zell-

zahl daher um andere Parameter erweitert werden. Da diese Arbeit allerdings 

zunächst das Auftreten von Wachstumshemmung in einer größeren Anzahl von 

Zellinien nachweisen will, ist die Zellzahl für diesen Zweck durchaus ein geeigneter 

Parameter. 

 

4.2.2 Vergleich der Hemmung durch Fenretinid mit all-trans-Retinsäure 

Fenretinid kann in vielen Fällen eine Zellzahlreduktion und Apoptose in Zellen 

hervorrufen, welche nicht auf all-trans-Retinsäure reagieren. Auch kleinzellige Bron-

chialkarzinom-Zellinien zeigen nur in einigen Zellinien eine Hemmung durch ATRA 

(GERADTS 1993). Daher wurde die Wirkung von Fenretinid auf das Zellwachstum 

anhand vier ausgewählter, gut hemmbarer Zellinien mit derjenigen von ATRA ver-

glichen. 

Lediglich die Zellinie NCI-H82 wies eine sehr gute Reduktion der Zellzahl durch all-

trans-Retinsäure auf. Die maximale Hemmung durch die beiden Retinoide bei 10 µM 

unterschied sich kaum, die Wirkung von ATRA setzte jedoch bereits bei 0,01 µM ein, 

die von 4-HPR erst eine Zehnerpotenz höher. Damit lag der Beginn der Wachstums-

inhibition durch ATRA im Bereich des physiologischen Serumspiegels von 1-10 nM 

(HOULE 1993, TAKAHASHI 1995). Die Zellinie SCLC-24H reagierte bei 1 µM und 10  µM 

mit einem schwachen Rückgang der Zellzahl, während die Zellinien NCI-H60 und 

NCI-H526 keine signifikante Hemmung durch ATRA zeigte. Fenretinid inhibierte das 

Zellwachstum somit auch in Zellinien, die nicht auf all-trans-Retinsäure ansprechen. 
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Diese Ergebnisse stimmen mit denen aus der Literatur überein. Kleinzellige Bronchial-

karzinom-Zellinien sind im allgemeinen schlecht durch all-trans-Retinsäure hemmbar, 

nur von der Zellinie NCI-H82 ist eine gute Inhibierbarkeit nachgewiesen (GERADTS 

1993, KALEMKERIAN 1994). Insgesamt scheinen auch hier die varianten Zellinien 

empfindlicher gegenüber ATRA zu sein (GERADTS 1993). Die hemmende Wirkung von 

Fenretinid auf Zellinien, die gegenüber ATRA unsensibel sind, wurde an einer Vielzahl 

von Zelltypen beobachtet, z.B. NSCLC (ZOU 1998b), Melanom, Kolonadenokarzinom, 

Mammakarzinom (CHIANTORE 1999), Lymphome (DELIA 1993, KAZMI 1996), Zervix-

karzinom (ORIDATE 1997), Neuroblastom (PONZONI 1995, REYNOLDS 1997), Mamma-

karzinom (SHEIKH 1995), Prostatakarzinom (SUN 1999a) oder Ovarialkarzinom (SUPINO 

1996).  

Die Hemmung des Zellwachstums von SCLC-Zellinien durch Fenretinid, nicht aber 

durch all-trans-Retinsäure, spricht für einen unterschiedlichen oder zusätzlichen 

Wirkungsweg. Im Gegensatz zu ATRA konnte 4-HPR in der Zellinie NCI-H82 Apop-

tose auslösen (s. 3.7.1). 4-HPR interagiert zwar mit Retinoid-Rezeptoren (FANJUL 1996), 

aber zumindest die Induktion von Apoptose scheint nicht direkt über die Retinoid-

Rezeptoren vermittelt zu sein, da Rezeptorantagonisten oder Rezeptornullvarianten 

eine Apoptoseinduktion bzw. eine Inhibition durch 4-HPR nicht aufheben konnten 

(CLIFFORD 1999, ORIDATE 1997, SUN 1999a, SUN 1999b). Es konnte auch kein Zusam-

menhang zwischen der Expression von Retinoid-Rezeptoren wie beispielsweise RARβ 

und einer Reaktion auf 4-HPR festgestellt werden (SUN 1999a, ZOU 1998b). In einer 

kleinen klinischen Studie mit Prostatakarzinom-Patienten wurde ebenfalls keine Ver-

änderung der RARβ-Expression in der Prostata gefunden (LOTAN 2000). 

An der Wachstuminhibition durch ATRA scheinen dagegen Retinoid-Rezeptoren 

beteiligt zu sein. In Bronchialkarzinom-Zellinien trifft dies vor allem auf RARβ zu 

(HOULE 1993, WEBER 1999), welcher vermutlich ein besondere Bedeutung in der 

Lungencarcinogenese besitzt (s. 1.2.2.1). Apoptoseinduktion durch ATRA wurde zwar 

von einigen Autoren in verschiedenen Zellinien gefunden (CHIANTORE 1999, CLIFFORD 

1999, ORIDATE 1995, ORIDATE 1996), war jedoch an das Vorhandensein von Retinoid-

rezeptoren geknüpft (CLIFFORD 1999). 

Zusammenfassend dürfte der entscheidende Grund für die Wachstumshemmung 

durch Fenretinid von Zellinien, die unsensibel auf ATRA reagieren, die Induktion von 

Apoptose darstellen; zusätzlich Mechanismen lassen sich allerdings nicht ausschließen. 
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4.2.3 Wachstumstimulation durch Fenretinid 

Bei der Zellinie NCI-H82 und teilweise bei der Zellinie SCLC-24H ist unter der 

Konzentration von 1 µM 4-HPR eine Abweichung von der erwarteten Wachstums-

hemmung zu sehen. Während unter 0,1 µM oder 0,5 µM 4-HPR bzw. 5 µM die Zellzahl 

zurückgeht, kommt es bei 1 µM zu einem Wiederanstieg der Zellzahl auf Werte der 

Kontrolle oder darüber hinaus im Sinne einer echten Stimulation (Abb. 3.2.a und b, 

Abb. 3.5.a). Dies ist besonders konstant bei der Zellinie NCI-H82 zu beobachten. Um 

dieses Phänomen besser einzugrenzen, wurden Wachstumsversuche mit NCI-H82 in 

einem engeren Konzentrationsbereich durchgeführt. Auch hier ist ein signifikanter 

Rückgang der Zellzahl bei 0,1 µM und 2,5 µM 4-HPR erkennbar, der Anstieg bei 0,5 

und 1,0 µM 4-HPR ist jedoch nicht signifikant. Dennoch deuten die Ergebnisse auf eine 

stimulierende Wirkung von Fenretinid bei Konzentrationen um 1 µM hin. 

Ravi et al. (1998) konnten in SCLC-Zellinien eine Induktion des Tumorwachstum-

faktors Gastrin-releasing Peptide (GRP) durch all-trans-Retinsäure nachweisen. GRP 

wurde in biologisch aktiver Form exprimiert und führte in den Zellen zu verstärktem 

Wachstum. Stimulierende Wirkungen von Retinoiden finden sich auch bei anderen 

Zellinien. So stimuliert Fenretinid eine Mammakarzinom-Zellinie bei 1 µM (FAVONI 

1998), eine Ovarialkarzinom-Zellinie im Bereich 0,3-1,0 µM (SUPINO 1996) oder in 

Kombination mit Tamoxifen eine Rektumkarzinom-Zellinie (ZIV 1994). Für all-trans-

Retinsäure und andere natürliche Retinoide sind Wachstumstimulationen bei einer 

Neuroblastom-Zellinie (BABAJKO 1996) sowie bei zwei NSCLC-Zellinien beschrieben, 

während man bei 4-HPR eine Inhibition beobachten konnte (GERADTS 1993, WAN 

1997). Wan et al. (1997) führen die Stimulation auf eine Aktivierung des Transkrip-

tionsfaktors AP-1 durch ATRA, welcher normalerweise von ATRA gehemmt wird, 

zurück.  

Diese vereinzelt auftretende Förderung des Tumorzellwachstums durch Retinoide 

macht ihren klinischen Einsatz ambivalent. 

 

4.3 Wirkung der Retinoide in serumfreiem Medium 

Der Serumgehalt des verwendeten Kulturmediums nimmt einen wichtigen Einfluß auf 

die Wirkung der Retinoide, hinsichtlich ihrer Wirksamkeit ebenso wie hinsichtlich 

ihres Metabolismus (AVIS 1995, BABAJKO 1996, COHICK 1995, TAKATSUKA 1996, 
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TAKAHASHI 1995, WAN 1997, ZOU 1994, ZOU 1998b). Dies ist natürlich von besonderem 

Interesse bei der Übertragung der in vitro gefundenen Ergebnisse auf die Verhältnisse 

in vivo. Der Effekt von Fenretinid auf das Zellwachstum wurde daher in dieser Arbeit 

mithilfe zweier in serumfreiem SIT-Medium kultivierten Zellinien, NCI-H82-SIT und 

SCLC-24H-SIT, auf eine Abhängigkeit vom Serum hin untersucht. Zusätzlich wurden 

an den Ausgangszellinien Wachstumsversuche mit 4-HPR oder ATRA in serumfreiem 

Medium und in SIT-Medium mit 0,25% Serumalbumin durchgeführt.  

Die hemmende Wirkung von Fenretinid auf die Zellzahl war in den serumfrei-

adaptierten Zellinien wie auch in der Ausgangszellinie NCI-H82 viel stärker ausge-

prägt als in serumhaltigem Medium. Bereits ab 0,5 µM 4-HPR waren nur noch verein-

zelt vitale Zellen vorhanden, während unter 0,1 µM 4-HPR keine oder nur eine 

schwache Hemmung feststellbar war. Dieser Schwelleneffekt trat im Serum nicht auf. 

Im Vergleich dazu betrug in serumhaltigem Medium die Zellzahl unter 0,5 µM 4-HPR 

bei der Zellinie NCI-H82 noch 80 % der Kontrolle. Eine Stimulation der Zellinie 

NCI-H82 bei 1 µM, wie im FCS-Medium beobachtet, entfiel dagegen in serumfreien 

Medium. Auch die Hemmung durch ATRA wurde in SIT-Medium verstärkt, insbe-

sondere die im Serum kaum sensible Zellinie SCLC-24H reagierte mit einem Rückgang 

auf fast 10% der Kontrollzellzahl. Durch Zusatz von Serumalbumin wurde die Hem-

mung in beiden Zellinien wieder aufgehoben. Die Ergebnisse mit dialysierten Medien 

oder mit Kohle gestripptem Medium hingegen unterschieden sich nicht von 10% FCS-

Medium.  

Eine gesteigerte Wirkung von Retinoiden im serumfreiem Medium wurde auch an 

anderen Zellinien gesehen (BABAJKO 1996, TAKAHASHI 1995, TAKATSUKA 1996, WAN 

1997, ZOU 1998b). Außerdem konnte die Wachstumsinhibition von SCLC-Zellinien 

durch 13-cis-Retinsäure in serumfreiem Medium durch Serumalbumin rückgängig 

gemacht werden (AVIS 1995).  

Für die unterschiedlich starke Wirkung der Retinoide im Serum und im serumfreien 

Medium sind drei Gründe denkbar: zum einen ein Konzentrationseffekt, zum anderen 

ein unterschiedlicher Wirkungsmechanismus, eventuell im Sinne einer veränderten 

Rezeptorexpression, und schließlich Faktoren im Serum mit antagonisierendem oder 

schützendem Einfluß. 

ATRA und 4-HPR binden an Serumalbumin (AVIS 1995), so daß sich die freie Konzen-

tration und somit die Verfügbarkeit verringert. Versuche mit humanen Keratinozyten 

zeigten, daß freie all-trans-Retinsäure in kurzer Zeit von den Zellen aufgenommen, 
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aber auch metabolisiert wird, während an Albumin gebundene ATRA nur zu einem 

geringen Teil in die Zellen aufgenommen wird (HODAM 1996). Allerdings sinkt durch 

die Bindung auch die Abbaurate, die Anlieferung erfolgt langsam über einen längeren 

Zeitraum. Zusätzlich scheint die Expression der zellulären Bindungsproteine für 

ATRA, CRABP-II, in serumfreiem Medien verringert zu sein (ZOU 1994); diese Bin-

dungsproteine spielen eine wichtige Rolle bei der Metabolisierung von ATRA. 

Dadurch würde ebenfalls die Verfügbarkeit von ATRA im serumfreien Medium 

ansteigen. Die Ergebnisse von Avis et al. (1995) machen die Bedeutung der Konzen-

tration der freien Substanz deutlich: Nach Zugabe einer lipophilen Substanz, die 13-cis-

Retinsäure aus ihrer Bindung an Serumalbumin verdrängt, stellt sich eine ähnliche 

Hemmung wie ohne Albumin ein. Dies könnte auch den Umstand erklären, daß die 

Ausgangszellinie NCI-H82 in R10-Medium besser gehemmt wird als in Anwesenheit 

von Albumin: andere lipophile Faktoren verdrängen die all-trans-Retinsäure teilweise 

aus ihrer Bindung an Albumin oder Retinol-Bindungsprotein und erhöhen so die freie 

Konzentration. 

Die deutliche Dosis-Schwelle von 4-HPR zwischen 0,1 und 0,5 µM ist im serumhaltigen 

Medium nicht zu sehen. Unklar ist, ob der Schwelleneffekt lediglich überdeckt wird 

oder tatsächlich fehlt. Dies könnte für das Vorliegen eines anderen oder auch eines 

zusätzlichen Wirkmechanismus sprechen, wie zum Beispiel eines zytotoxischen Effek-

tes, der ab einer bestimmten Konzentration auftreten könnte. Der vorherrschende 

Mechanismus bestünde dann nicht mehr in der Induktion von Apoptose, sondern von 

Nekrose.  

Schließlich ist es denkbar, daß im Serum Faktoren enthalten sind, die Fenretinid 

hemmen oder die Zellen vor Apoptose schützen. Dies ist beispielsweise von IGF-1 

bekannt, welches Apoptose, induziert durch Serumentzug oder c-myc, verhindern 

kann (BOYLE 1997, EVAN 1994, HARRINGTON 1994, JONES 1995). Die Verwendung von 

dialysierten FCS-Medien bis zum Molekulargewicht von 10.000 bzw. 1.000 ergab 

jedoch keinen Unterschied zum nicht-dialysierten FCS-Medium. Auch die Entfernung 

von lipophilen Substanzen aus dem Serum durch Kohle, die andere Retinoide, Vitamin 

D3, TSH und weitere mit Retinoiden interagierende Substanzen umfaßte, erbrachte 

keine Veränderung.  

Von den drei diskutierten Möglichkeiten, die die stark gestiegene Inhibition in serum-

freiem SIT-Medium erklären könnten, dürfte sicher die höhere freie Konzentration der 

Retinoide eine Rolle spielen. Ob dies alleine jedoch den deutlichen Schwelleneffekt in 
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der Wirkung von Fenretinid erklärt, scheint fraglich. Die Abhängigkeit vom Serum-

gehalt macht die Übertragung der in vitro erzielten Ergebnisse auf die Situation in vivo 

schwierig und könnte auch die teilweise enttäuschenden Studienergebnisse von 

Fenretinid miterklären. 

 

4.4 Synergistische Wirkung von Fenretinid und 

all-trans-Retinsäure 

Retinoide, insbesondere die all-trans-Retinsäure und ihre Derivate, weisen unange-

nehme und toxische Nebenwirkungen auf, die ihren klinischen Einsatz limitieren. 

Darüber hinaus können nach einiger Zeit Resistenzen auftreten, wie bespielsweise in 

der Behandlung der Promyelozyten-Leukämie (ADAMSON 1994, BREITMAN 1994) gese-

hen. Eine Kombination zweier Retinoide, etwa ATRA und 4-HPR, die sich in ihrem 

Wirkungsprofil zu unterscheiden scheinen, könnte hier durch etwaige synergistische 

Wirkungen Therapievorteile erbringen. Daher wurden im folgenden an zwei Zellinien, 

NCI-H82 und SCLC-24H, Fenretinid und all-trans-Retinsäure in Kombination einge-

setzt, um mögliche synergistische oder antagonistische Effekte zu untersuchen.  

Die Zellinie SCLC-24H zeigte bei einer Konzentration von 0,1 µM 4-HPR mit 1 µM oder 

10 µM ATRA eine stärkere Hemmung als in den Einzelkonzentrationen, der Kombina-

tionsindex liegt deutlich unter 1. Dies deutet auf einen synergistischen Effekt hin. Die 

Zellinie NCI-H82 wies dagegen keine signifikante Veränderung auf.  

Eine Schwierigkeit bei der Berechnung des Kombinationsindex ergab sich dadurch, 

daß mit den eingesetzten Konzentrationen der Einzelsubstanz ATRA keine Hemmung 

in der Größenordnung der Kombinationen erzielt werden konnte. Dies zwang zu der 

Annahme, daß die benötigte Einzeldosis für eine derartige Hemmung sehr hoch sein 

müßte und daher der zweite Term in der Berechnung des Kombinationsindex gegen 

Null gehe. Zusätzlich entfiel aus dem gleichen Grund die Möglichkeit, den Kombina-

tionsindex alternativ nach der Gleichung für Drogen mit unterschiedlichem Wirkungs-

mechanismus zu berechnen (CHOU 1994, SACKS 1995). Dies erschien vertretbar, da der 

Kombinationsindex lediglich als Hinweis dienen sollte und mit Werten von 0,14 bzw. 

0,068 deutlich unter der Grenze von 1,0 lag. 

Die synergistische Wirkung ist interessanterweise nur in niedrigen Konzentrationen zu 

beobachten. Dies könnte daran liegen, daß Fenretinid in höheren Konzentrationen über 
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Apoptose inhibiert und so Wechselwirkungen mit ATRA, welches Differenzierung 

und Wachstumstillstand induziert, überlagert werden. Dies wiederum macht eine 

Schwellenkonzentration zur Auslösung von Apoptose denkbar. Eher unwahrschein-

lich ist dagegen, daß eine synergistische Wechselwirkung durch eine sehr starke Zell-

zahlreduktion lediglich vorgetäuscht wird: sinkt die Zelldichte zu weit unter den opti-

malen Bereich, ergäbe sich schon alleine durch die niedrige Zelldichte eine weitere 

Reduktion der Zellzahl, weil beispielsweise die Produktion autokriner Wachstums-

faktoren nicht mehr ausreichen würde. So könnte bei hohen Konzentrationen zweier 

stark wirkender Substanzen ein synergistischer Effekt nur vorgetäuscht werden. In 

diesem Fall lagen die Zellzahlen jedoch noch im optimalen Wachstumsbereich der 

Zellinie SCLC-24H. 

In der Literatur sind synergistische Effekte zwischen Fenretinid und ATRA beschrie-

ben. So kann 4-HPR – auch hier wieder in Konzentrationen von 0,1 bis 1 µM - in 

Kombination mit ATRA synergistisch bei der Differenzierung myeloischer Leukämie-

Zellinien wirken (TAIMI 1997, TAKAHASHI 1995), während es alleine kaum Differenzie-

rung hervorruft (DELIA 1993, PONZONI 1995, TAKAHASHI 1995). Dabei erhöht 4-HPR die 

Retinoylierung (TAIMI 1997, TAKAHASHI 1995) und inhibiert den Katabolismus von all-

trans-Retinsäure (TAIMI 1997). Die Retinoylierung von Proteinen durch ATRA ist 

wichtig bei der Differenzierung von Leukämiezellen (BREITMAN 1994). Zusätzlich 

könnte die Kombination der beiden Retinoide eine erhöhte Induktion des RARβ-

Rezeptors verursachen, der eine Rolle bei der Differenzierung und der Wachstums-

hemmung spielt (FRANGIONI 1994, HOULE 1993, LIU 1996, PERGOLIZZI 1999, SABICHI 

1998). Andererseits reagierten Ovarialkarzinom-Zellinien auf eine Kombination von 

ATRA und 4-HPR nicht mit einem gesteigerten Rückgang der Zellzahl (ORIDATE 1997).  

Ein klinischer Einsatz der synergistischen Effekte mit ATRA wäre denkbar bei der 

Therapie der akuten Promyelozyten-Leukämie, wo sich nach großen Anfangserfolgen 

innerhalb kurzer Zeit durch vermehrten Katabolismus und Erhöhung der CRABPs 

eine Resistenz gegen all-trans-Retinsäure entwickelt (ADAMSON 1994, BREITMAN 1994). 

Ein weiterer interessanter Effekt wurde von Sacks et al. (1995) in der Kombination von 

ATRA mit Zytostatika gefunden. Nach Vorbehandlung von Plattenepithelkarzinom-

Zellinien mit ATRA war trotz Proliferationshemmung der Einbau von [3H]-Thymidin 

und der Anteil der Zellen in der S-Phase des Zellzyklus unverändert oder sogar 

erhöht, so daß eine anschließende Chemotherapie mit Cisplatin oder 5-Fluoruracil 

synergistisch verstärkt wurde. Für 4-HPR sind synergistische Wirkungen mit Zyto-
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statika bereits bei SCLC-Zellinien mit Etoposide, Cisplatin und Paclitaxel 

(KALEMKERIAN 1999), mit Tamoxifen bei Mammakarzinom-Zellinien (CORADINI 1997) 

und Kolonkarzinom-Zellinien (ZIV 1994) oder Blasenkarzinom-Zellinien mit γ-Bestrah-

lung (ZOU 1998a) beschrieben. Die relativ geringen toxischen Nebenwirkungen machen 

Fenretinid in der Kombinationstherapie attraktiv, allerdings sind auch tumorstimu-

lierende Wirkungen in vitro bei Rektumkarzinom-Zellinien bekannt (ZIV 1994). 

 

4.5 Reversibilität der Wirkung von Fenretinid und 

all-trans-Retinsäure 

Für den klinischen Einsatz einer Substanz ist es von entscheidender Bedeutung, ob ihre 

Wirkung nach Entzug noch anhält oder ob eine ständige Gabe nötig ist. Letzteres ist 

von all-trans-Retinsäure bereits bekannt und sollte nun auch für Fenretinid überprüft 

werden. Um eine Reversibilität der Wachstumshemmung durch Retinoide zu unter-

suchen, wurden Zellen der Linie NCI-H82 einer mittleren Konzentration von Fenreti-

nid oder all-trans-Retinsäure ausgesetzt und die Wachstumskinetik mit der Zellzahl-

verdopplungszeit (pdt) bestimmt. Nach sechstägiger Behandlung mit den Retinoiden 

wuchsen die Zellen in retinoidfreiem Medium, und die Zellzahlverdopplungszeit 

wurde erneut berechnet.  

Unter der Einwirkung der Retinoide, insbesondere von ATRA, stieg die Zellzahlver-

dopplungszeit sehr stark an. Nach Entzug von Fenretinid oder ATRA entsprach die 

Zellzahlverdopplungszeit wieder derjenigen der unbehandelten Kontrolle; das 

Wachstum der mit all-trans-Retinsäure vorbehandelten Zellen begann jedoch etwas 

verzögert verglichen mit Fenretinid oder der Kontrollbedingung. 

Die Tatsache, daß die Inhibition durch Fenretinid reversibel ist, deutet darauf hin, daß 

ähnlich wie durch ATRA eine Zytostase verursacht wird, möglicherweise über den 

gleichen Mechanismus (s. auch 4.6.3). Die Zellen erholen sich von der Fenretinidein-

wirkung jedoch schneller. Die Ursache könnte in der geringeren Affinität von Fenreti-

nid zur den Retinsäure-Rezeptoren, verglichen mit ATRA, liegen. Da aber ATRA ohne 

Apoptoseinduktion eine ähnlich starke Zellzahlreduktion wie 4-HPR in der Zellinie 

NCI-H82 zu bewirken vermag, sind zusätzliche, rezeptorvermittelte Wirkmechanis-

men der all-trans-Retinsäure nicht auszuschließen. Die Apoptoseinduktion durch 

Fenretinid, die bereits innerhalb der ersten zwei Tage auftritt (s. 3.7.1), ist selbstver-
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ständlich nicht reversibel. Offensichtlich reagieren nicht alle Zellen einer Linie auf 

4-HPR mit Apoptose (s. auch 4.6). Somit scheint 4-HPR zumindest zwei verschiedene 

Wirkungen auf Zellen auszuüben.  

Auch in anderen Zellinien kann die Hemmung durch 4-HPR (DELIA 1993, FAVONI 

1998, SUPINO 1996) oder ATRA (LOVAT 1997) reversibel sein. Die Reversibilität des 

Fenretinideffektes muß bei einer Anwendung in der Chemoprävention berücksichtigt 

werden, da sie die ständige Einnahme der Droge erfordert. 

 

4.6 Effekte durch kontinuierliche Fenretinidexposition 

4.6.1 Kultivierung resistenter Zellinien unter Fenretinid 

Da im Rahmen der Reversibilitätsversuche nach sechstägiger Exposition gegen Fenre-

tinid noch vitale Zellen existierten, sollte versucht werden, diese als Sublinien zu kulti-

vieren und so der Frage nach der Dauer der Hemmwirkung und etwaiger weiterer 

Veränderungen nachzugehen. Von den Zellinien NCI-H82 und SCLC-24H wurden 

daher die beiden Sublinien NCI-H82-HPR und SCLC-24H-HPR gezogen, die in 10 µM 

Fenretinid wuchsen und auch nach bis zu 18 Passagen noch vital waren und 

proliferierten. Die Zellen wurde zwischenzeitlich eingefroren und wuchsen nach dem 

Auftauen unverändert weiter.  

Der Begriff ‚resistente Zellinie‘ bezieht sich lediglich auf das Ausbleiben der Apoptose 

bei dieser Untergruppe der Zellinien und ist daher nicht völlig korrekt. Eine Wachs-

tumshemmung durch Fenretinid scheint gegeben, da die Wachstumsgeschwindigkeit 

in der Kulturhaltung verringert ist (s. auch 4.6.3). ‚Resistente Sublinien‘ gegen Fenre-

tinid existieren auch von einer Mammakarzinom-Zellinie (LEE 1999a), einer Neuro-

blastom-Zellinie (LOVAT 2000), einer Ovarialkarzinom-Zellinie (APPIERTO 2001) sowie 

einer RA-Rezeptor-defizienten Maus-Embryonalkarzinom-Zellinie (CLIFFORD 1999). 

Die resistenten Sublinien könnten durch einen Vergleich mit der Ausgangslinie 

eventuell Aufschlüsse über die Wirkungsweise von 4-HPR geben. Wichtig wäre auch, 

die Quantifizierung des gegen Apoptose resistenten Anteils vorzunehmen. 
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4.6.2 Morphologische Veränderungen unter Fenretinid 

Von all-trans-Retinsäure ist in der Literatur beschrieben, daß sie makroskopisch 

erkennbare Veränderungen der Zellmorphologie bewirken kann, die in der Regel 

Ausdruck einer Zelldifferenzierung sind. Es sollte deshalb untersucht werden, ob sich 

durch Fenretinid ebenfalls eine andere Zellmorphologie einstellt. 

Nach längerer Einwirkung von 10 µM Fenretinid kam es bei den drei untersuchten 

Zellinien, NCI-H526, NCI-H82-HPR und SCLC-24H-HPR, zu morphologischen 

Veränderungen. Die bisher in lockeren Aggregaten wachsenden, varianten Zellen 

formten dicht gepackte Kugeln, teilweise möglicherweise mit zentraler Nekrose. Diese 

Veränderungen traten bei der Zellinie NCI-H526 bereits nach 10 Tagen auf, bei den 

resistenten Sublinien erst nach 10 bis 12 Passagen. 

Die beschriebene neue Morphologie der Zellen ähnelt der Wuchsform Typ 1 nach 

Carney (CARNEY 1985), die bei klassischen Zellinien des kleinzelligen Bronchialkarzi-

noms vorherrscht. Ähnliche morphologische Umwandlungen sind auch durch ATRA 

auslösbar, z.B. in der Zellinie NCI-H82 (DOYLE 1989, HERRLINGER 1994, KALEMKERIAN 

1994). Zu einer Expression neuroendokriner Marker im Sinne klassischer Subtypen 

kommt es dabei nicht (DOYLE 1989), wohl aber zur Expression klassischer Ober-

flächenantigene und einer Reduktion von c-myc sowie zu einer Expression von L-myc, 

welches sich bevorzugt in klassischen Subtypen findet (DOYLE 1989, HERRLINGER 1994, 

KALEMKERIAN 1994).  

Die geschilderten Veränderungen der Wuchsform deuten über eine reine Wachstums-

hemmung hinaus auf eine Induktion von Differenzierung hin. Über die Fähigkeit von 

4-HPR zur Differenzierung liegen in der Literatur widersprüchliche Ergebnisse vor. 

Keine oder sehr geringe Differenzierungsinduktion werden von Delia et al. (1993), 

Ponzoni et al. (1995) und bei SCLC-Zellinien von Kalemkerian et al. (1995) beschrieben. 

In Mammakarzinom-Zellinien dagegen erhöht 4-HPR Differenzierungsmarker wie 

LamininB1 und β1-Integrin und senkt Tumorprogressionsmarker wie c-erb2-Rezeptor, 

EGF-Rezeptor und Laminin-Rezeptor, der mit Tumorzellinvasion in Verbindung 

gebracht wird (PELLEGRINI 1995). In Prostatakarzinomzellen senkt 4-HPR den 

Vimentin-Gehalt und damit verbunden Zellmotilität und Invasivität (KIM 1995, 

WEBBER 1994, s. auch TANABE 2000). Auch in Embryonalkarzinomzellen induziert 

4-HPR ebenso wie ATRA LamininB1 und KollagenIV (CLIFFORD 1999); dies ist jedoch 

an das Vorhandensein funktioneller RA-Rezeptoren gebunden. Die Induktion von 

LamininB1 läßt sich durch die Anwesenheit eines RARE im Laminin-Promotor erklä-
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ren, welches durch alle drei Retinsäure-Rezeptor-Typen induzierbar ist (SPORN 1991, 

VASIOS 1991). Andererseits induziert 4-HPR in Neuroblastomzellen Apoptose mög-

licherweise durch eine Reduktion der β1-Integrin Expression, welches zur Anhaftung 

und somit zum Überleben der Zellen nötig ist (ROZZO 1997). Vergleichbares 

beobachteten Panginone et al. (2001) an Mammakarzinom-Zellinien. 

Interessanterweise wies die Zellinie NCI-H526, die in eigenen Versuchen zwar durch 

4-HPR, aber kaum durch ATRA hemmbar war, im Gegensatz zur ATRA-sensiblen 

NCI-H82 schon nach wesentlich kürzerer Zeit unter 4-HPR die morphologischen 

Umwandlungen auf. Dies könnte darauf hindeuten, daß Fenretinid die fragliche Diffe-

renzierungsinduktion über andere Wege und Rezeptoren als ATRA bewerkstelligt 

oder aber eine höhere Wirksamkeit besitzt. 

Ob die beobachteten morphologischen Veränderungen wirklich eine Differenzierung 

zum klassischen Zelltyp hin darstellen, sei es nun bezüglich der Oberflächeneigen-

schaften oder der neuroendokrinen Expression, müßte untersucht werden. Da der 

klassische Subtyp eine günstigere klinische Prognose zeigt (GAZDAR 1990, JOHNSON 

1987, MINNA 1997), erscheint diese Fragestellung durchaus relevant, auch hinsichtlich 

einer möglicherweise veränderten Sensibilität auf Chemotherapeutika oder Bestrah-

lung. Zudem könnte ein erhöhter interzellulärer Kontakt, wie ihn die klassische 

Wuchsform aufweist, das Metastasierungspotential des varianten Subtyps positiv 

beeinflussen.  

 

4.6.3 Einfluß von all-trans-Retinsäure oder retinoidfreiem Medium auf 

eine resistente Zellinie  

Die Ergebnisse aus dem Reversibilitätsversuch zeigen, daß Fenretinid neben Apoptose 

eine Wachtumshemmung auslöst. Für einen therapeutischen Einsatz von Fenretinid ist 

die Stabilität dieser Wachstumshemmung über einen längeren Zeitraum hin natürlich 

von Interesse und sollte in einem Proliferationsassay mit R10-Medium gegen 4-HPR 

untersucht werden. Da die Zellinie NCI-H82 auch durch ATRA in ihrer Proliferation 

inhibiert wird, sollte zudem der Frage nachgegangen werden, ob all-trans-Retinsäure 

in der resistenten Sublinie noch eine zusätzliche Hemmung hervorruft. 
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Die in 10 µM Fenretinid wachsende Sublinie NCI-H82-HPR wurde in der zwölften 

Passage mit 10 µM ATRA einzeln oder in Kombination mit 10 µM 4-HPR behandelt. 

Zusätzlich wurde das Wachstum der Zellen in reinem R10-Medium beobachtet.  

Zwischen dem Zellwachstum in 4-HPR oder ATRA war kein Unterschied hinsichtlich 

der Zellzahl zu sehen. In der Kombination beider Retinoide sank die Zellzahl minimal, 

jedoch nicht statistisch signifikant. Ohne Retinoidzusatz dagegen verdoppelte sich die 

Zellzahl verglichen mit der 4-HPR-Probe.  

Wie die deutlich höhere Zellzahl in R10-Medium zeigt, hält die Wachstumshemmung 

durch 4-HPR auch nach zwölf Passagen (ungefähr 16 Wochen) noch an und erfordert 

die kontinuierliche Anwesenheit der Substanz. Zumindest in dem hier untersuchten 

Zeitraum löst Fenretinid daher keine Resistenz gegen den zytostatischen Effekt aus. Im 

Gegensatz dazu kam es bei einer resistenten Ovarialkarzinom-Zellinie, die in 5 µM 

4-HPR kultiviert wurde, zu einem Ausbleiben der Wachstumshemmung, welches 

jedoch völlig reversibel war (APPIERTO 2001). Die Autoren fanden Hinweise auf einen 

nicht identifizierten Metaboliten von 4-HPR, so daß diese Form der Resistenz 

möglicherweise auf eine Änderung im Stoffwechsel zurückzuführen ist.  

Das Phänomen der Kreuzresistenz zwischen zwei Retinoiden beschrieben Lee et al. 

(1999a) am Beispiel einer Mammakarzinom-Zellinie. Die gegen 9-cis-Retinsäure 

resistente Zellinie ließ sich nicht mehr durch 4-HPR hemmen, umgekehrt reagierte aber 

eine gegen 4-HPR resistente Mammakarzinom-Zellinie noch auf 9-cis-Retinsäure. In 

dieser Arbeit tritt im Unterschied zur Ausgangslinie NCI-H82, die empfindlich auf 

ATRA reagiert, bei der Fenretinid-resistenten Sublinie keine zusätzliche Hemmung 

durch all-trans-Retinsäure auf. Dies läßt sich als ein Hinweis werten, daß die Zytostase 

in dieser Zellinie bei beiden Substanzen durch den gleichen Mechanismus ausgelöst 

sein könnte. 

 

4.7 Induktion von Apoptose durch Fenretinid 

Eine Induktion von Apoptose durch Fenretinid wurde in zahlreichen Zellinien gese-

hen; das synthetische Retinoid unterscheidet sich darin von der all-trans-Retinsäure. 

Da Apoptoseinduktion einen attraktiven Mechanismus in der Reduktion von Tumor-

zellen darstellt, sollte festgestellt werden, ob dieser Prozeß auch in SCLC-Zellinien 

auftritt.  
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Dazu wurden zwei empfindliche Zellinien (NCI-H82, SCLC-24H) und zusätzlich für 

den TUNEL-Test zwei der unempfindlicheren Zellinien (NCI-H146, DMS79) sowie die 

resistente Sublinie NCI-H82-HPR ausgewählt. Der Nachweis von Apoptose in den 

Zellinien, die mit Fenretinid oder ATRA behandelt wurden, erfolgte mittels AnnexinV-

Assay 24 Stunden nach Behandlung mit 10 µM 4-HPR oder ATRA sowie zusätzlich 

eines TUNEL-Tests 48 Stunden nach Exposition von 5 µM 4-HPR oder ATRA.  

Fenretinid erhöhte bei den Zellinien NCI-H82 und SCLC-24H den Anteil der früh-

apoptotischen Zellen (AnnexinV-positiv) sowie der spät-apoptotischen und nekro-

tischen Zellen (AnnexinV und Propidiumiodid-positiven) um das circa Zehnfache. All-

trans-Retinsäure veränderte die Verteilung der einzelnen Fraktionen nicht.  

Die Translokation von Phosphatidylserin, an welches AnnexinV bindet, beginnt sehr 

früh im Apoptoseprozeß, noch vor der DNA-Fragmentierung und kurz nach Beginn 

der Caspasekaskade (ALLEN 1997, VAN ENGELAND 1998). Phosphatidylserin-Exponie-

rung scheint spezifisch für Apoptose zu sein und tritt in vielen Zellen nach einer Viel-

zahl verschiedener Stimuli auf (MARTIN 1995). Fenretinid induziert somit im Gegensatz 

zu ATRA nach 24 Stunden Apoptose in den beiden untersuchten Zellinien. Die 

Erhöhung der AnnexinV- und PI-positiven Fraktion kann sowohl primäre Nekrose als 

auch sekundäre Nekrose in der Folge von Apoptose bedeuten (ALLEN 1997). Ein 

zusätzlicher zytotoxischer Effekt durch Fenretinid, der zur Nekrose führen würde, 

kann also nicht ausgeschlossen werden. Nekroseinduktion durch 10 µM 4-HPR wurde 

auch für Neuroblastomzellen (MAURER 1999) und Maus-Embryonalkarzinom-Zellinien 

(CLIFFORD 1999) beschrieben.  

Die Ergebnisse des TUNEL-Tests bestätigen den AnnexinV-Assay. Hier wurde eine 

mittlere Konzentration der Retinoide gewählt, um zytotoxische und nekroseinduzie-

rende Prozesse gering zu halten, da mit dieser Methode nicht sicher zwischen Apop-

tose und Nekrose unterschieden werden kann. Nach 48 Stunden war insbesondere in 

der Zellinie NCI-H82 mit einer Erhöhung der Zahl der positiven Zellen von 5% auf 

45% ein sehr starker Anstieg zu verzeichnen. In der gegen Fenretinid resistenten 

Zellinie NCI-H82-HPR betrug die Zahl der apoptotischen Zellen dagegen nur 10%. 

Durch Behandlung mit ATRA veränderte sich der Apoptoseindex nicht. Der hohe 

Hintergrund an nekrotisch/ apoptotischen Zellen in der unbehandelten Probe der 

Zellinie SCLC-24H ist für diese Zellinie typisch und tritt auch unter normalen Kultur-

bedingungen auf. Dennoch verdoppelte sich durch Fenretinid die Zahl der positiven 

Zellen von 15% auf 30%. Auch in den beiden Zellinien DMS79 und NCI-H146 stieg die 
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Zahl der apoptotischen Zellen an, allerdings geringer als in den empfindlicheren 

Zellinien NCI-H82 und SCLC-24H. 

Die Ergebnisse der Zellinie NCI-H82-HPR scheinen zu bestätigen, daß ihre Resistenz 

gegen 4-HPR auf einer fehlenden Apoptoseinduktion beruht. Weitere Untersuchungen 

sollten folgen, um diesen Hinweis zu überprüfen. Die schwächere Reaktion der 

Zellinien DMS79 und NCI-H146 auf 4-HPR kann ebenfalls mit einer geringeren 

Apoptoseinduktion zusammenhängen. Interessanterweise zeigte die Zellinie 

SCLC-24H, deren Zellzahl in vergleichbarem Ausmaß wie bei der Zellinie NCI-H82 

durch 4-HPR reduziert wird, einen geringeren Apoptoseindex. Dies ließe sich durch 

eine stärkere zytostatische Wirkung von Fenretinid auf SCLC-24H erklären. Auch hier 

wären zusätzliche Versuche nötig, um den Beitrag der Apoptose und der Zytostase zur 

Zellzahlreduktion genauer zu bestimmen. 

Fenretinid kann bei vielen Zellinien Apoptose auslösen, wie zum Beispiel in SCLC-

Zellinien (KALEMKERIAN 1995), NSCLC-Zellinien (SUN 1999b, ZOU 1998b), HNSCC-

Zellinien (EICHER 1996, ORIDATE 1996, SCHER 1998), Gliomen (PUDUVALLI 1999, SAITOH 

1999), Prostatakarzinom-Zellinien (HSIEH 1997, ROBERSON 1997, SHEN 1999, SUN 1999a, 

WEBBER 1999), T-Zell-Lymphomen (CHAN 1997a, PIEDRAFITA 1997), myeolischen 

Leukämiezellen (DELIA 1997, DIPIETRANTONIO 1996), Melanom-Zellinien (MONTALDO 

1999), Mammakarzinom-Zellinien (PELLEGRINI 1995, SHEIKH 1995, WANG 1996), 

Neuroblastom-Zellinien (DIVINCI 1994, PONZONI 1995, REYNOLDS 1997), Zervixkarzi-

nom-Zellinien (ORIDATE 1995) und Ovarialkarzinom-Zellinien (GURUSWAMY 2001, 

SABICHI 1998, SUPINO 1996). In diesen Zellinien kann ATRA häufig keine Apoptose 

bewirken (DIVINCI 1994, EICHER 1996, ORIDATE 1997) oder nur in höheren Dosen und 

nach längerer Behandlungsdauer (CHIANTORE 1999, CLIFFORD 1999, ORIDATE 1995, 

PONZONI 1995, POOT 1999).  

Der Mechanismus, über den 4-HPR Apoptose induziert, ist derzeit letztlich unbekannt. 

In der Literatur liegen widersprüchliche und wenig eindeutige Ergebnisse vor. Ein 

Zusammenhang zur Regulation über die bcl-2-Familie, welche anti-apoptotisch wirkt 

(FANIDI 1992, HARRINGTON 1994, ROWAN 1997), wird von einigen Autoren vermutet 

(SHEN 1999, WANG 1996), ist jedoch nicht immer zu beobachten (ORIDATE 1997, SUN 

1999a, ZOU 1998b). An welcher Stelle einer kausalen Kette eine Herunterregulation der 

bcl-2 Expression steht, bleibt ungeklärt (DELIA 1995). Eine Veränderung der p53-

Expression scheint keine direkte Rolle zu spielen (DELIA 1995, SUN 1999a, ZOU 1998b), 
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ebensowenig konnte eine Induktion des Fas-Apoptose-Weges beobachtet werden 

(CHEN 1999).  

Die Induktion von Apoptose könnte für ATRA oder 9-cis-Retinsäure über RA-Rezep-

toren vermittelt werden (FESUS 1996, LIU 1996, LIU 1998, MEHTA 1996). Die vermuteten 

beteiligten RA-Rezeptoren variieren jedoch in den unterschiedlichen Zellinien. 4-HPR 

interagiert mit RARβ und RARγ (Transkription) und mit RARα, RARβ und RXRα 

(Transrespression) (FANJUL 1996) und kann in einigen Zellen RARγ oder RARβ hoch-

regulieren (FANJUL 1996, KAZMI 1996, SABICHI 1998). Es finden sich aber nur schwache 

Hinweise auf einen Zusammenhang zwischen RARβ-Expression und Hemmung durch 

4-HPR (SABICHI 1998, SUN 1999a, ZOU 1998b); zudem wird in den meisten Arbeiten 

nicht Apoptose, sondern lediglich die Zellzahl als Parameter bestimmt. RARγ wird 

ebenfalls in Verbindung mit Apoptoseinduktion gebracht. Inzwischen wurde eine 

Reihe von RARγ-selektiven, synthetischen Retinoiden getestet, die Apoptose auslösen 

können (LU 1997, LU 1999). Ob wirklich die Wechselwirkungen mit RARγ dafür 

verantwortlich sind, bleibt fraglich. In einer Reihe von Zellinien ergab sich kein 

Zusammenhang zwischen der RA-Rezeptor-Expression und einer Reaktion auf 4-HPR 

oder anderer synthetischer Retinoide (SUN 1997, SUN 1999a, ZOU 1998b). Apoptose 

konnte nicht durch RA-Rezeptorantagonisten verhindert werden (ORIDATE 1997, 

KITAREEWAN 1999, SUN 1999a, SUN 1999b) und trat auch in rezeptordefizienten Zellen 

auf (CLIFFORD 1999, GIANDOMENICO 1999, KITAREEWAN 1999). In Neuroblastom-

Zellinien allerdings konnte die Apoptoserate durch RARβ- und RARγ-Antagonisten 

gesenkt werden (LOVAT 2000). Es scheint somit zumindest ein zusätzlicher Weg der 

Apoptoseauslösung durch 4-HPR zu existieren, der unabhängig von RA-Rezeptoren 

verläuft. 

Der von 4-HPR ausgelöste Apoptoseweg bewirkt eine Induktion von Caspasen 

(DIPIETRANTONIO 2000, PUDUVALLI 1999, PIEDRAFITA 1997) und kann durch einen 

Pancaspase-Inhibitor unterdrückt werden (MAURER 1999). Auch Ceramide wurden 

nach einer Behandlung mit Fenretinid erhöht (DIPIETRANTONIO 1998, MAURER 1999, 

MAURER 2000, PANGINONE 2001, REED 1999). Sie kennzeichnen jedoch keinen 

spezifischen Apoptoseweg, sondern können sowohl durch Membranschäden als auch 

durch andere Stimuli hervorgerufen werden (KOLESNICK 1998, REED 1999, ROWAN 

1997, WYLLIE 1997). Ein Teil der sensiblen Zellen reagiert mit der Produktion von 

reaktiven oxidativen Substanzen (ROS). Durch Zugabe antioxidativer Substanzen kann 

teilweise Apoptose verhindert werden (CLIFFORD 1999, DELIA 1997, DIPIETRANTONIO 

2000, LOVAT 2000, MAURER 1999, ORIDATE 1997, SUN 1999a). ROS können aber nicht 
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nur Apoptose bewirken, sondern entstehen auch im Gefolge vieler apoptotischer 

Prozesse (GREEN 1998, WYLLIE 1997) oder von Nekrose (GREEN 1998), so daß die Frage 

nach dem primären Angriffsort dadurch nicht geklärt werden kann. Ein 

Zusammenhang zur Caspase-3-Induktion durch 4-HPR konnte zudem nicht gefunden 

werden (DIPIETRANTONIO 2000, LOVAT 2000). Nach neueren Hinweisen scheint 4-HPR 

an der Mitochrondrienmembran zwischen Komplex II und Komplex III anzugreifen, 

auf diese Weise die Cytochrom C- und Caspase-3-Aktivität zu erhöhen und konsekutiv 

den Zelltod hervorzurufen (HAIL 2000, LOVAT 2000, SUZUKI 1999).  

Ob Fenretinid Apoptose über einen oder mehrere Mechanismen in Abhängigkeit von 

der jeweiligen Zellinie auslöst, kann auf der Grundlage der vorliegenden Ergebnisse 

nicht beantwortet werden. 

 

4.8 Expression von IGFBP-2 

Die Insulin-like-Growth-Factors IGF-I und IGF-II stellen für eine Vielzahl von Zell-

systemen bedeutende mitogene Faktoren dar. Sie spielen eine wesentliche Rolle für das 

Wachstum von Bronchialkarzinom-Zellinien, die über eine Produktion und Sekretion 

von IGFs eine autokrine und parakrine Stimulation erzielen. IGF-Bindungsproteine 

binden mit hoher Affinität an die IGFs und können so deren Verfügbarkeit und Meta-

bolismus regulieren. Neben zahlreichen anderen Faktoren wird die Expression dieser 

IGFBPs durch Retinoide auf Protein- und mRNA-Ebene beeinflußt. Dies wurde für 

Bronchialkarzinom-Zellinien von Noll (1998) u.a. mit all-trans-Retinsäure gezeigt; für 

Fenretinid sind bisher keine Ergebnisse bekannt. Um daher einen Einfluß von Fenre-

tinid auf die Verfügbarkeit der Insulin-like-Growth-Factors nachzuweisen, wurde die 

Regulation von IGFBP-2 durch Fenretinid oder all-trans-Retinsäure im Rahmen dieser 

Arbeit untersucht. IGFBP-2 stellt das am häufigsten sezernierte IGFBP der kleinzelligen 

Bronchialkarzinom-Zellinien dar (JAQUES 1989, KIEFER 1991, REEVE 1992) und ist häufig 

im Serum von Tumorpatienten erhöht (BLUM 1993, COHEN 1994, RAJARAM 1997, REEVE 

1993), so auch bei Lungentumoren (LEE 1999b, REEVE 1992a).  

Zur Bestimmung der Proteinsekretion von IGFBP-2 wurden Zellen der Zellinien 

SCLC-24H, NCI-H82 und NCI-H82-Fenres mit Retinoiden stimuliert und die konditio-

nierten Medien im Western-Ligand-Blot analysiert. Die mRNA-Expression von 

IGFBP-2 wurde nach Stimulation mittels RT-PCR untersucht. 
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Die Zellinie NCI-H82 reagierte auf die Behandlung mit 1 µM ATRA mit einer vermin-

derten Proteinsekretion sowie mRNA-Expression von IGFBP-2. Fenretinid hingegen 

rief bei derselben Zellinie auf Ebene der mRNA-Expression keine Änderung der 

IGFBP-2 Expression hervor, wohl aber eine verminderte Proteinsekretion. Die Zellinie 

SCLC-24H wies unter der ATRA-Behandlung einen schwachen Anstieg des IGFBP-2-

Protein- und mRNA-Gehaltes auf. Fenretinid bewirkte hier keine einheitliche Tendenz: 

während sich die IGFBP-2-Proteinsekretion leicht erhöhte, blieb die mRNA-Expression 

unverändert. Da sich die Ergebnisse lediglich leicht von denen der Kontrolle unter-

schieden, erscheint eine Interpretation nicht sinnvoll. In der resistenten Zellinie 

NCI-H82-HPR kam es in Anwesenheit von Fenretinid zu einer stark erhöhten IGFBP-2-

Sekretion im Überstand und auch die mRNA-Expression war gesteigert; allerdings ließ 

sich auch bei einer einzelnen der zahlreichen Kontrollproben eine sehr hohe mRNA-

Expression finden, so daß dieses Ergebnis nur als Tendenz aufgefaßt werden kann und 

weiterer Untersuchung bedarf. 

Die Verminderung der IGFBP-2-Expression durch ATRA in der Zellinie NCI-H82 und 

die fehlende Reaktion der Zellinie SCLC-24H stimmen mit den Ergebnissen von Noll 

(1998) überein. Allerdings wurde dort die mRNA-Expression nach Stimulation in 

serumfreiem ST-Medium untersucht. Dies könnte die deutlicher ausgeprägten Verän-

derungen erklären: eine stärkere Regulation von IGFBP-2 in serumfreiem Medium 

beschreibt bereits Cohick et al. (1995). Die in der vorliegenden Arbeit gefundenen 

Ergebnisse lassen keinen Rückschluß auf die Ursache der Expressionsveränderung zu. 

So kann die Reduktion der mRNA-Expression sowohl durch eine verminderte Expres-

sion als auch durch eine veränderte Halbwertszeit der RNA herrühren und müßte in 

weitergehenden Versuchen untersucht werden. Um zu klären, ob die verringerte 

Proteinsekretion posttranslationell durch eine gesteigerte Proteolyse zustande kommt, 

müßte zusätzlich ein Western-Immunoblot durchgeführt werden. Ergebnisse anderer 

Arbeitsgruppen deuten darauf hin, daß die Regulation der IGFBP-2-Expression 

posttranskriptionell zumindest teilweise über eine Veränderung der mRNA-

Halbwertszeit und eine gesteigerte Proteolyse (CHAMBERY 1998, MENOUNY 1998, 

SHEIKH 1993) erfolgt.  

IGFBP-2 kann über eine Bindung an IGFs sowohl mitogen als auch wachstumshem-

mend wirken (JAQUES 1993, KELLEY 1996, RAJARAM 1997). Beispiele für eine mitogene 

Wirkung bei Stimulation der IGFBP-2-Konzentration finden sich bei Adamo (1992), 

Chambery (1998), Chen (1994), Menouny (1998) und Slootweg (1995). Möglicherweise 
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wirkt nur das Zellmembran-assoziierte IGFBP-2 mitogen (KELLEY 1996). Bei Patienten 

mit einer Reihe unterschiedlicher Tumoren, darunter auch das Bronchialkarzinom, 

sind die Serumspiegel von IGFBP-2 erhöht (COHEN 1994, LEE 1999b, MENOUNY 1998, 

RAJARAM 1997, REEVE 1993).  

Über eine Regulation von IGFBP-2 durch Fenretinid liegen in der Literatur keine 

Angaben vor. Von all-trans-Retinsäure ist dagegen bekannt, daß sie im Rahmen einer 

Wachstumshemmung oder Differenzierung die Expression von IGFBP-2 reduzieren 

kann; dies geschieht vorwiegend posttranskriptionell über Veränderung der mRNA-

Halbwertszeit oder Proteinexpression (BERNARDINI 1994, CHAMBERY 1998, SHEIKH 

1993). Allerdings wurde eine Verminderung von IGFBP-2 auch bei einer Wachstum-

stimulation durch ATRA beobachtet (BABAJKO 1996, MENOUNY 1997, NABEYRAT 1998). 

Diese Stimulation trat jedoch im Falle der Neuroblastomzellen nur vorübergehend auf 

und wurde von einer Differenzierung und Wachstumshemmung gefolgt (BABAJKO 

1996). Dieser Überblick über die Literaturdaten soll verdeutlichen, daß die Regulation 

von IGFBP-2 durch Retinoide stark Zelltyp abhängig zu sein scheint und ein Vergleich 

der Arbeiten durch die unterschiedlichen Versuchsparameter zusätzlich erschwert 

wird. So beeinflußt beispielsweise der Serumgehalt des verwendeten Mediums stark 

die Wirkung des Retinoids auf die Zellproliferation, wie in dieser Arbeit gezeigt 

werden konnte. 

Die Veränderung der IGFBP-2 Expression durch ATRA läßt somit keinen Rückschluß 

auf dessen Wirkungsweise zu. Eine Wachstumshemmung durch ATRA könnte einer-

seits im Sinne einer Gegenregulation der Zelle eine versuchte Stimulation über IGF-I 

oder IGF-II hervorrufen. Dies wäre über eine gesteigerte Proteolyse eventuell hemmen-

der IGFBPs, wie beispielsweise IGFBP-2, denkbar. Andererseits könnte auch die Proli-

ferationshemmung durch das Retinoid über die Verminderung eines – möglicherweise 

indirekt mitogen wirkenden - IGFBP-2 zumindest mitvermittelt werden. Fenretinid 

veränderte dagegen in dieser Arbeit die IGFBP-2 Konzentration trotz Inhibition des 

Zellwachstums nicht. Dies läßt sich als Hinweis interpretieren, daß die 

Wachstumshemmung, die Fenretinid zusätzlich zur Apoptose auslöst, über einen 

anderen oder weiteren Mechanismus läuft bzw. daß die Regulation von IGFBP-2 im 

Zusammenhang mit einer von ATRA induzierten Differenzierung zu sehen wäre. 
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4.9 Zusammenfassung der Fenretinid-Wirkungen 

In dieser Arbeit konnte in allen zwölf untersuchten kleinzelligen Bronchialkarzinom-

Zellinien eine Verringerung der Zellzahl durch Fenretinid beobachtet werden. Dafür 

scheinen mehrere, unterschiedliche Prozesse verantwortlich zu sein.  

Ein Teil dieser Zellzahlreduktion ist auf eine Induktion von Apoptose, die in vier von 

zwölf Zellinien untersucht und nachgewiesen wurde, zurückzuführen. Fenretinid 

unterscheidet sich durch diese Apoptoseinduktion von all-trans-Retinsäure. Nicht in 

allen Zellen einer Linie kann Fenretinid jedoch Apoptose auslösen, wie die Existenz 

der beiden Fenretinid-resistenten Sublinien (s. 4.6) ebenso zeigt wie die Reversibilität 

der Fenretinid-Wirkung in der Zellinie NCI-H82 (s. 4.5). Die Ergebnisse des Synergis-

mus-Versuches (s. 4.4) deuten zudem darauf hin, daß Apoptose erst ab einer höheren 

Konzentration einen nennenswerten Beitrag zur Zellzahlreduktion liefert. Obgleich die 

Induktion von Apoptose Fenretinid attraktiv für einen chemopräventiven Einsatz 

macht, sollte deren Bedeutung daher nicht überschätzt werden, zumal nicht bekannt 

ist, ob die hier verwendete Maximalkonzentration von 10 µM in Lungentumorgewebe 

in vivo erreicht werden kann.  

Zusätzlich zur Apoptose übt Fenretinid auch eine zytostatische Wirkung auf die SCLC-

Zellinien aus, die nach Entfernen des Retinoids reversibel ist, aber auch nach mehr-

wöchiger Exposition noch anhält, wie sich in den Versuchen mit der resistenten Sub-

linie zeigt. Die Zytostase könnte über den gleichen Mechanismus wie bei ATRA 

vermittelt werden, da sich bei der Fenretinid-resistenten Sublinie keine zusätzliche 

Zellzahlreduktion durch ATRA ergibt. An dieser Stelle soll auf die in zwei Zellinien 

nachgewiesene Wachstumstimulation unter 1 µM Fenretinid hingewiesen werden. Ein 

ähnliches Phänomen sahen bereits Ravi et al. (1995) mit 1 µM all-trans-Retinsäure an 

zwei kleinzelligen Bronchialkarzinom-Zellinien. Sie konnten zeigen, daß das vermehr-

te Wachstum auf ein Steigerung der GRP-Expression, einem potenten Wachstums-

faktor für SCLC-Zellinien, zurückzuführen war. 

Die morphologischen Veränderungen, die nach längerer Fenretinidexposition auftre-

ten, können Anhaltspunkte dafür sein, daß eine Differenzierungsinduktion ebenfalls 

zur Proliferationshemmung beiträgt. Bemerkenswert dabei ist, daß auch eine ATRA-

unsensible Zellinie bereits sehr früh auf Fenretinid mit einer Veränderung der Zell-

morphe reagierte. Dies ließe sich als Hinweis werten, daß eine Differenzierung durch 

Fenretinid über andere Rezeptoren als bei ATRA hervorgerufen würde. Inwieweit 



 4.9 Zusammenfassung der Fenretinid-Wirkungen 90 

 

allerdings eine Differenzierung  auf molekularer Ebene vorliegt, konnte im Rahmen 

dieser Arbeit nicht untersucht werden. 

Schließlich scheint Fenretinid in hohen Konzentrationen zytotoxisch zu wirken und 

Nekrose auszulösen, wie die Ergebnisse des AnnexinV-Assays zeigen. Dieser Effekt 

dürfte aber bei den klinisch erreichbaren Konzentrationen keine nennenswerte Rolle 

spielen. 

Die Übertragbarkeit der in vitro gefundenen Ergebnisse auf die Situation in vivo wird 

durch die in dieser Arbeit gesehene Wachstumstimulation in zwei Zellinien und die 

Serumabhängigkeit der Wirkung erschwert. Die im serumfreien Medium beobachtete 

deutlich Dosisschwelle, ab der die Zellzahlreduktion festzustellen ist, läßt zudem die 

Frage offen, ob dafür alleine ein Konzentrationseffekt verantwortlich ist oder nicht 

noch andere Mechanismen im serumfreien Medium auftreten. 

Die Wirkmechanismen von Fenretinid sind immer noch ungeklärt. Dies ist nicht nur 

für maligne Tumorzellinien von Bedeutung, sondern letztlich auch für normale 

untransformierte Zellen. In vitro Ergebnisse zeigten nämlich eine durchaus vergleich-

bare Inhibition und Apoptoseinduktion in normalen humanen Bronchialepithel-

Zellinien wie in NSCLC-Zellinien (ZOU 1998a). Im Gegensatz dazu konnte in normalen 

humanen dermalen Fibroblasten keine Wachstumshemmung oder Apoptose ausgelöst 

werden (ULUKAYA 2001). Dieser Aspekt wäre natürlich für einen klinischen Einsatz 

höchst relevant, eine generelle zytotoxische Reaktion wurde allerdings an Tiermodel-

len in der Literatur nicht beschrieben.  

 

4.10 Ausblick 

Hinter der Zellzahlreduktion durch Fenretinid verbirgt sich somit eine Reihe verschie-

dener Prozesse, die einer weitergehenden Klärung bedürften. 

Um die unterschiedlichen Empfindlichkeiten der einzelnen Zellinien auf Fenretinid 

besser zu verstehen, könnte es zum einen hilfreich sein, den Beitrag des jeweiligen 

Prozesses an der Wachstumshemmung zu quantifizieren. Dies betrifft insbesondere 

den Anteil der Apoptose am Zellzahlrückgang. Offene Fragen sind hier neben dem 

generellen Mechanismus z.B. die unterschiedliche Empfindlichkeit der einzelnen 

Zellen und Zellinien, eine Konzentrationsabhängigkeit des Auftretens von Apoptose 

oder ein regelmäßiger Zusammenhang von Apoptose zur Produktion reaktiver oxida-

tiver Substanzen (ROS). Diese Ergebnisse könnten zum Verständnis beitragen, ob 
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Fenretinid in allen Zellinien eine wirkliche Wachstumsreduktion bewirkt oder ledig-

lich einen Stillstand des Tumorwachstums hervorrufen kann. 

Um das Phänomen der Zytostase im Sinne einer allgemeinen Wachstumhemmung 

besser zu verstehen, sollten weitere Proliferationsparameter wie z.B. eine Zellzyklus-

analyse oder eine Messung des [3H]-Thymidin-Einbaus eingesetzt werden. Gerade für 

eine Kombinationstherapie mit Chemotherapeutika könnten sich daraus interessante 

Anhaltspunkte ergeben. Aber auch die Frage, welche Vorgänge die teilweise gefun-

dene Wachstumstimulation in bestimmten Konzentrationsbereichen auslösen, ließe 

sich eventuell dadurch mitbeantworten. 

Desweiteren müßte sich eine Untersuchung auf molekularbiologischer Ebene an-

schließen, ob bei den beobachteten morphologischen Veränderungen der SCLC-Zellen 

ein Übergang vom varianten zum klassischen Subtyp im Sinne einer wirklichen Diffe-

renzierungsinduktion erfolgt; dieser könnte sich in einer veränderten Sensibilität auf 

Chemotherapeutika oder Bestrahlung bemerkbar machen oder das Metastasierungs-

potential günstig beeinflußen und wäre daher auch klinisch relevant. 

Da eine Anreicherung von Fenretinid im Lungengewebe zwar denkbar ist, aber noch 

keine konkreten Daten dazu vorliegen, wäre es für eine bessere Übertragbarkeit der 

Ergebnisse aus den Zellkulturversuchen auf die Situation in vivo sinnvoll, im Tiermo-

dell Konzentrationsbestimmungen der Substanz im Lungenepithel vorzunehmen. 

Den entscheidenden Maßstab für die Wirkungen von Fenretinid stellen letzten Endes 

aber die klinischen Studien dar. Nach guten Erfolgen in vitro und in Tiermodellen 

fehlen in der sekundären Chemoprävention bisher überzeugende Erfolge (s. Kapitel 

1.2). Die in dieser und anderen Arbeiten beobachtete Wachstumstimulation durch 

Retinoide machen eine sehr sorgfältige Prüfung in klinischen Studien nötig, um so 

mehr bei einer rein präventiven Anwendung der Substanz. Dies zeigte sich bereits an 

den überraschenden Ergebnissen der CARET-Studie, bei der eine erhöhte Tumorinzi-

denz durch Retinoidbehandlung auftrat (OMENN 1996). Auch die nötige Daueran-

wendung aufgrund der Reversibilität des Effektes muß bei einer präventiven Therapie 

berücksichtigt werden. 

In der Behandlung von (dermatologischen) Präkanzerosen wie Leukoplakie und akti-

nischer Keratinose zeigte Fenretinid bisher gute Erfolge (COSTA 1995, MOGLIA 1996). 

Ein vielversprechendes Anwendungsgebiet könnte auch in der Kombination mit 

bekannten Zytostatika liegen, da möglicherweise synergistische Effekte auftreten. 

Wegen seiner geringen toxischen Nebenwirkungen ist Fenretinid für eine Dauerthe-



 4.10 Ausblick 92 

 

rapie zudem gut geeignet. Da Fenretinid im Gegensatz zu all-trans-Retinsäure die 

Proliferation in einer großen Anzahl von kleinzelligen Bronchialkarzinom-Zellinien 

hemmt, bleiben die Ausgänge der laufenden Studien, die Bronchialkarzinome 

beinhalten, mit Spannung abzuwarten. 
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5 Zusammenfassung 

Bronchialkarzinome bieten sich aufgrund ihrer hohen Mortalitätsrate und unbefriedi-

gender Therapierbarkeit für eine chemopräventive Behandlungsstrategie an. Unter den 

vielfach eingesetzten Retinoiden scheint sich dafür besonders das synthetische Reti-

noid Fenretinid (4-HPR) zu eignen, da es über eine Proliferationshemmung und Diffe-

renzierungsinduktion hinaus in vielen Tumor-Zellinien Apoptose auslöst, ohne die für 

Retinoide typischen starken Nebenwirkungen aufzuweisen. Eine Reihe klinischer Stu-

dien mit 4-HPR wird derzeit unternommen. Die Wirkungsweise von 4-HPR ist jedoch 

noch ungeklärt. 

Die vorliegende Arbeit befaßt sich mit der Wirkung von 4-HPR auf das Wachstum 

kleinzelliger Bronchialkarzinom-Zellinien (SCLC). Zwölf SCLC-Zellinien sollten auf 

eine Wachstumshemmung durch 4-HPR und auf das Auftreten von Apoptose unter-

sucht werden. Die Wirkung wurde mit der von all-trans-Retinsäure (ATRA) verglichen 

und die Abhängigkeit vom Serumgehalt bestimmt. Hinsichtlich eines klinischen Ein-

satzes sollte die Proliferationshemmung auf eine Reversibilität sowie auf einen mög-

lichen synergistischen Effekt mit ATRA hin überprüft werden. Zudem sollten unter 

einer dauerhaften Fenretinid-Exposition eventuelle morphologische Veränderungen 

und die Stabilität der Hemmung beobachtet werden. Schließlich wurde dem Einfluß 

von 4-HPR auf das IGF-System über eine Regulation der IGFBP-2-Expression nachge-

gangen, da Retinoide in die Expression der IGFs und deren Bindungsproteine eingrei-

fen können und einen Teil ihrer Wirkung auf diese Weise vermitteln. 

Zur Bestimmung der Inhibitionsfraktion wurde die Zellzahl in einem Proliferations-

assay mit einem Coulter Counter ermittelt. Das Auftreten von Apoptose wurde in vier 

Zellinien mit einem TUNEL-Test sowie durchflußzytometrisch mit einem AnnexinV-

Assay nachgewiesen. Eine Veränderung der Expression von IGFBP-2 wurde mittels 

RT-PCR und Western-Ligand-Blot untersucht.  

Alle zwölf SCLC-Zellinien zeigten eine Zellzahlreduktion durch 4-HPR, die IC50-

Werte lagen zwischen 4,5 und über 10 µM. Zwei Zellinien wurden zusätzlich bei 1 µM 

4-HPR in ihrem Wachstum stimuliert. ATRA konnte dagegen nur in einer der vier 

untersuchten Zellinien das Wachstum hemmen. Die Inhibition durch 4-HPR oder 

ATRA war in serumfreiem SIT-Medium deutlich ausgeprägter; dieser Effekt ließ sich 

durch Zugabe von Rinder-Serumalbumin rückgängig machen. Sowohl die Wachstums-

hemmung durch 4-HPR wie auch ATRA, gemessen an der Zellzahlverdopplungszeit, 
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war nach Entzug der Droge völlig reversibel. In der Kombination von niedrigen Kon-

zentrationen ATRA mit 4-HPR war in 1/2 Zellinien eine synergistische Wirkungs-

verstärkung zu beobachten Von zwei Zellinien (NCI-H82 und SCLC-24H) konnten 

unter der maximalen 4-HPR Konzentration von 10 µM über 12 bzw. 18 Passagen 

stabile „Fenretinid-resistente“ Sublinien gezüchtet werden. Diese sowie eine weitere 

Zellinie zeigten nach Tagen bis Wochen morphologische Veränderungen, die dem 

klassischen SCLC-Subtyp entsprechen und sich als Differenzierungsinduktion inter-

pretieren lassen. Die zytostatische Wirkung von 4-HPR war in der Sublinie NCI-H82-

HPR auch nach mehreren Wochen noch nachweisbar. Apoptose trat in 4/4 Zellinien 

auf, während die untersuchte Sublinie NCI-H82-HPR einen nur schwach erhöhten 

Apoptoseindex aufwies. Fenretinid veränderte die Expression von IGFBP-2 nicht 

nachweisbar, ATRA dagegen senkte in einer Zellinie die Proteinsekretion und den 

mRNA-Gehalt.  

Fenretinid trägt somit auf verschiedenen Wegen zur Zellzahlreduktion bei: 1. Eine 

zytostatische Wirkung, die der kontinuierlichen Anwesenheit des Retinoids bedarf und 

möglicherweise über den gleichen Weg wie bei ATRA vermittelt wird. 2. Apoptose, die 

jedoch nicht in allen Zellen innerhalb einer Zellinie auftritt, wie die Existenz der 

„resistenten“ Sublinien zeigt. 3. Vermutlich Differenzierungsinduktion, wie die 

morphologischen Veränderungen nahelegen. Fenretinid ist ATRA hinsichtlich der 

Effektivität und der geringeren Toxizität überlegen; die aufgetretenen synergistischen 

Effekte könnten eine weitere attraktive Verwendungsmöglichkeit für 4-HPR darstellen. 

Nachteilig für einen klinischen Einsatz sind dagegen die teilweise aufgetretene Stimu-

lation, die Reversibilität sowie die Serumabhängigkeit der Wirkung. Die Ergebnisse 

größerer klinischer Studien bleiben daher mit Spannung abzuwarten. 

 

 



 

 

Anhang 

Abkürzungsverzeichnis 

 

4-HPR Fenretinid, N-4-(hydroxyphenyl)retinamid 
APUD Amine Precursor Uptake and Decarboxylation 
ATRA all-trans-Retinsäure 
BLI Bombesin-like Immunoreactivity 
BSA Rinder-Serumalbumin 
CI Kombinationsindex 
CK-BB BB-Isoenzym der Kreatinkinase 
CRABP Zelluläres Retinsäure-Bindungsprotein 
CRBP Zelluläres Retinol-Bindungsprotein 
DAB Diaminobenzidin 
DDC L-DOPA-Decarboxylase 
DMSO Dimethylsulfoxid 
FCS Fetales Kälber Serum 
GAPDH Glycerinaldehydphosphat-Dehydrogenase 
HNSCC Head and Neck Squamous Cell Cancer 
IC50 Fünfzigprozentige Inhibitionskonzentration  
IGF Insulin-like-Growth-Factor 
IGFBP  Insulin-like-Growth-Factor-Bindungsprotein 
MPR N-4-(methoxyphenyl)retinamid 
NCI National Cancer Institute  
NSCLC Non Small Cell Lung Cancer 
NSE Neuron-spezifische Enolase 
pdt Zellzahlverdopplungszeit 
PI Propidiumiodid 
R10 RPMI 1640 mit 10 % Fetales Kälberserum 
RAR Retinsäure-Rezeptoren, Klasse A 
RARE Retinsäure-Rezeptor-Response-Element 
RBP Retinol-Bindungsprotein 
ROS Reaktive oxidative Substanzen 
RPMI Roswell Park Memorial Institute 
RT-PCR Reverse Transkriptase Polymerase Kettenreaktion 
RXR Retinsäure-Rezeptoren, Klasse X 
SCLC Small Cell Lung Cancer 
SDS Natrium-dodecylsulfat 
SIT Selen-Insulin-Transferrin-Medium 
ST Selen-Transferrin-Medium 
TGFβ Transforming-Growth Factor  
TSH Thyroidea-stimulierendes Hormon 
tTGA Gewebe-Transglutaminase 
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