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I. Einleitung

1.1 Das Bronchialkarzinom

L.1.1 Klassifizierung und Epidemiologie

Die humanen Bronchialkarzinome werden histopathologisch in die nicht-kleinzelligen
(NSCLC, ca. 75-80%) und die kleinzelligen (SCLC, ca. 20-25%) Bronchialkarzinome
unterteilt. Zu den nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinomen werden das Adenokarzinom,
das Plattenepithelkarzinom und das groB3zellige Karzinom gerechnet. Der Einteilung in
kleinzellige und nicht-kleinzellige Bronchialkarzinome kommt eine entscheidende
Rolle fiir die weitere Diagnostik, Therapie und Prognose zu (Laack et al. 2000).

Insgesamt ist ein Riickgang der Inzidenzen von Krebserkrankungen zum Ende der 90’er
Jahre in den USA festzustellen. Grund dafiir ist vor allem der Riickgang der Tabak-
assoziierten Tumore und hier insbesondere des Bronchialkarzinoms (McKean-Cowdin
et al. 2000). Nach Schétzungen fiir das Jahr 2001 ist das Bronchialkarzinom hinter dem
Prostata-Karzinom und dem Mamma-Karzinom auf Platz 3 der héufigsten Tumor-
Inzidenzen in den USA zuriickgefallen (American Cancer Society et al. 2001). Wegen
der allgemein schlechten Prognose bleiben die Bronchialkarzinome aber mit Abstand
die haufigste Todesursache unter den Krebserkrankungen. Auch in Deutschland ist ein
Riickgang der Mortalititsraten beim Bronchialkarzinom zu verzeichnen. Allerdings ist
zu beachten, dass die Inzidenz und Mortalitdt bei Méannern seit Beginn der 80’er Jahre
riickldufig sind, wéihrend bei Frauen die Inzidenz weiter ansteigt (Robert-Koch-Institut
et al. 2000, Deutsches Krebsforschungszentrum et al. 2000). Zuriickzufiihren ist dieser
Wandel auf den steigenden Zigarettenkonsum von Frauen bei einer sinkenden Tendenz
bei Ménnern. Alarmierend ist die Steigerung des Zigarettenkonsums der jlingeren
Generationen und hier vor allem der jungen Frauen zu betrachten. Ein erneuter Anstieg
der Zahl an Bronchialkarzinomen zeichnet sich ab (Center for Disease Control and

Prevention et al. 2000, Bundesministerium fiir Gesundheit et al. 2000).
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1.1.2 Das kleinzellige Bronchialkarzinom

Das kleinzellige Bronchialkarzinom zeichnet sich durch eine hohe Proliferationsrate
und eine frithzeitige Disseminationstendenz aus. Mit Hinblick auf die Therapie wurde
das kleinzellige Bronchialkarzinom von der Veterans Administration Lung Cancer
Study Group (VALG) vereinfacht in zwei klinische Stadien unterteilt (Zelen et al.
1973). Dabei wird zwischen dem Stadium der ,limited disease”, das auf den
Hemithorax beschrinkt ist, und dem Stadium der ,.extensive disease” mit schon
weitergehender Metastasierung unterschieden. Diese Einteilung wird in Zukunft von der
Einteilung nach dem TNM-System abgelost werden, um die Patienten besser nach ihrer
Prognose unterscheiden zu kdnnen (Sobin et al. 1997, Deutsche Krebsgesellschaft et al.
2000).

Im Stadium ,limited disease besteht in der Regel ein kurativer Therapieansatz. Bei
begrenzter Tumorausdehnung (Stadium TI/IT nach UICC) besteht die Therapie in einer
primdren Operation mit nachfolgender adjuvanter Chemotherapie. Bei Vorliegen von
Lymphknoten-Metastasen wird eine konsolidierende Radiotherapie durchgefiihrt.
Dariiber hinaus kann bei kompletter Remission eine prophylaktische Hirnbestrahlung
erwogen werden.

Im weiter fortgeschrittenen Stadium der ,limited disease (Stadium III A oder III B
nach UICC) wird unmittelbar nach Stellen der Diagnose eine Chemotherapie
eingeleitet. Darauf folgen eine konsolidierende Radiotherapie sowie die prophylaktische
Hirnbestrahlung.

Im Stadium ,,extensive disease” (Stadium IV nach UICC) besteht kein kurativer
Therapieansatz mehr. Bei Diagnose eines kleinzelligen Bronchialkarzinoms fallen >60
% der Patienten in dieses Stadium, die mit Chemotherapie und Radiotherapie der
Metastasen in palliativer Absicht therapiert werden (Deutsche Krebsgesellschaft et al.
2000). Die Prognose der Patienten mit einem kleinzelligen Bronchialkarzinom liegt bei
einer mittleren Uberlebenszeit von 3 - 5 Monaten und einer 1-Jahres-Uberlebensrate

von etwa 4%.
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1.1.3 Das nicht-kleinzellige Bronchialkarzinom

Zur besseren Ubersicht ist die Stadieneinteilung nach der Union Internationale Contre le
Cancer (UICC) des nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinoms in  Tabelle 1
zusammengefasst (Sobin et al. 1997). Bei Diagnosestellung liegt bei ca. 23% der
Patienten ein lokal begrenztes Tumorstadium (I/II) vor. 44% der Patienten haben bereits
ein lokal fortgeschrittenes Stadium (III A/B) und 33% der Patienten weisen ein

fernmetastasiertes Stadium vor (Laack et al. 2000).

Stadium Primirtumorstatus Lymphknotenstatus Metastasierungsstatus
Okkult Tx NO MO
Stadium 0 Tis NO MO
Stadium1 A T1 NO MO
B T2 NO MO
StadiumII A T1 N1 MO
B T2 N1 MO
T3 NO MO
Stadium III A T1 N2 MO
T2 N2 MO
T3 NI MO
T3 N2 MO
B jedes T N3 MO
T4 jedes N MO
Stadium IV jedes T jedes N M1

Tab. 1: Stadieneinteilung des nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinoms nach dem TNM-System
(T=TumorgréRe, N=Nodulus, M=Fernmetastasen)

Die derzeitige Therapie des nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinoms hidngt vom
klinischen Stadium bei Diagnosestellung ab. Die Operation mit radikaler Entfernung
des Tumors und der mediastinalen Lymphknotendissektion stellt die Standardtherapie
fiir das lokal begrenzte Tumorstadium (I/II) sowie fiir T3N1 Tumore dar (Laack et al.
2000). Bei Inoperabilitit der Stadien I und II kann auch die Strahlentherapie mit
kurativer Zielsetzung eingesetzt werden. Kombinierte Strahlen- und Chemotherapien
werden bei den Tumorstadien III und IV eingesetzt. Die 5-Jahres-Uberlebensrate der

einzelnen Stadien nach Therapie liegt im Stadium I bei 50-75%, beim Stadium II
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30-50% und beim T3N1 Tumoren 30-40%. Fiir alle {ibrigen Patienten im Stadium III A
mit einen Lymphknotenstatus N2 liegt die 5-Jahres-Uberlebensrate bei 15% und fallt
bei einem Stadium III B auf 5% ab.

1.2 Retinoide

1.2.1 Definition, Wirkung und Signalweg der Retinoide

Die Gruppe der Retinoide umfasst das Vitamin A und seine natiirlichen und
synthetischen Derivate. Allen gemeinsam ist die Bindung an Retinoid-Rezeptoren im
Zellkern. Retinoide sind essentiell fiir eine Vielzahl physiologischer Vorginge wie die
Proliferation und Differenzierung von Geweben, Immunmodulation und
Embryonalentwicklung (Evans et al. 1988, Bollag et al. 1996). Vor allem in der
Entwicklung der Lunge spielen Retinoide eine wichtige Rolle. Bereits 1925 konnten
Veridnderungen in der Form einer keratinisierten Metaplasie des Lungengepithels bei
Ratten festgestellt werden, denen Vitamin A aus der Nahrung entzogen wurde. Gabe
von Retinoiden konnte diese Metaplasien riickgéngig machen (Wolbach et al. 1933).
Von den natiirlich vorkommenden Retinoiden kommt in der Embryonalentwicklung der
Lunge der All-trans-Retinsdure (ATRA), welches den Hauptmetaboliten des Vitamin A
im menschlichen Kdorper darstellt, die bedeutendste Rolle zu (Chytil et al. 1996). Nicht
nur fiir die Embryonalentwicklung der Lunge, sondern auch in der Karzinogenese der
Bronchialkarzinome sind Retinoide von Bedeutung. Dabei werden Verdnderungen im
Signalweg der Retinoide als eine Ursache fiir die Entwicklung von
Bronchialkarzinomen angesehen (Willett et al. 1984, Gebert et al. 1991,Geradts et al.
1993).

Retinoide entfalten ihre Wirkung entweder durch Bindung an Rezeptoren im Kern der
Zellen oder durch direkte Retinoylierung von  Proteinen.  Spezifische
Retinoid-Rezeptoren wurden erstmals von Giguere (Giguere et al. 1987) und Petkovich
(Petkovich et al. 1987) beschrieben. Die Retinoid-Rezeptoren gehdren zur groBen
Familie der Steroid/Thyroid-Hormon-Rezeptoren, die durch Liganden aktiviert die
Transkription von Genen regulieren (Evans et al. 1988). Bis heute sind zwei Gruppen
von spezifischen Retinoid-Rezeptoren identifiziert worden. Die Retinoic-Acid-

Receptors (RAR’s) und die Retinoid-X-Receptors (RXR’s) werden in drei Subtypen
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unterteilt, die mit a, (3, und y bezeichnet werden. In normalem Lungengewebe als auch
in Bronchialkarzinomzell-Linien konnte die Expression der Rezeptoren bereits gezeigt
werden (Nervi et al. 1991). Die Rezeptoren bilden Homo- oder Heterodimere
(RAR/RXR), die dann an Segmente der DNS, so genannte Response-Elements (RARE),
am 5’ Ende der Gene binden (Chytil et al. 1990, Vista-Picard et al. 1996). Die RXR's
bilden dariiber hinaus auch Heterodimere mit anderen Rezeptoren der Steroid-Rezeptor-
Superfamilie und haben die Fahigkeit, die Aktivitdt anderer Liganden und Rezeptoren
dieser Familie zu modulieren (Mukherjee et al. 1997). Die verschiedenen Retinoide
weisen unterschiedliche Affinititen zu den Rezeptoren auf. Wéhrend die
All-trans-Retinsdure nur an RAR’s bindet, werden sowohl die RAR’s als auch die
RXR’s durch 9-cis-Retinsdure aktiviert. Des Weiteren interagieren die Rezeptoren
direkt mit dem Transkriptionsfaktor AP-1, dessen Aktivitdt sie hemmen (Pfahl et al.
1993).

1.2.2 Chemoprivention und Therapie mit Retinoiden

Bereits 1976 erkannten Sporn et al. (Sporn et al. 1976) den moglichen Nutzen der
Retinoide in der Chemoprivention epithelialer Tumore durch die natiirliche Funktion
der Retinoide fiir die Differenzierung und Proliferation von Zellen. In vielen
experimentellen Modellen der Karzinogenese konnte eine Wirkung pharmakologischer
Konzentrationen von Retinoiden in der Chemoprévention verschiedener Tumore in
Tieren gezeigt werden, die karzinogenen Substanzen ausgesetzt waren (Moon et al.
1989). In epidemiologischen Studien konnte bereits eine umgekehrt proportionale
Beziehung zwischen der Aufnahme von Vitamin A und der Inzidenz maligner
Erkrankungen demonstriert werden (Hong et al. 1994). Dariiber hinaus konnte in
Studien an Patienten mit prakanzerdsen Lisionen epithelialer Tumore eine Riickbildung
der Atypien und ein Riickgang der Inzidenzen verzeichnet werden (Lotan et al. 1996).
Auch an Lungengewebe wurden die Retinoide untersucht. Die Ergebnisse der Studien
mit verschiedenen chemischen Karzinogenen und Tiermodellen sind in der Aussage der
Effektivitit der Retinoide flir die Chemopriavention uneinheitlich (Moon et al. 1994).

Die Ergebnisse der bisherigen klinischen Studien sind in Tabelle 2 dargestellt.
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Substanz Endpunkt Fallzahl Ergebnis Autor

Etrenitat Metaplasie 150 Negativ (Arnold et al. 1992)
13-Cis-Retinséure Metaplasie 87 Negativ (Lee et al. 1994)
Fenretinid Metaplasie 68 Negativ (Kurie et al. 1999)
Vitamin By, + Folsdure ~ Sputum-Atypie 73 Negativ (Heimburger et al. 1988)
[B-Carotin + Retinol Sputum-Atypie 755 Negativ (McLarty et al. 1995)
[-Carotin Bronchialkarzinom  29.133 Schadigend '

Vitamin E Bronchialkarzinom  29.133 Negativ :

[3-Carotin + Retinol Bronchialkarzinom  18.314 Schadigend  (Omenn et al. 1996)
Retinyl-Palmitat SPT? 307 Positiv (Pastorino et al. 1993)
Retinyl-Palmitat SPT 2.592 Negativ (Van Sandwijk et al. 1999)
N-acetylcystein SPT 2.592 Negativ (Van Sandwijk et al. 1999)

Tab. 2: Klinische Studien mit Retinoiden ('=(The Alpha-Tocopherol et al. 1994),
2SPT=Second Primary Tumor)

In drei Studien konnte nicht gezeigt werden, dass Retinoide Metaplasien des
Bronchialepithels umkehren kénnen (Arnold et al. 1992, Lee et al. 1994, Kurie et al.
1999). Auch bei Sputum-Atypien konnte keine Wirkung von Retinoiden nachgewiesen
werden (Heimburger et al. 1988, McLarty et al. 1995). Neben den Studien an
Prikanzerosen gibt es zwei abgeschlossene Studien des National Cancer Institutes
(NCI) mit dem Bronchialkarzinom als Endpunkt. Die erste Studie war die
a-Tocopherol, [3-Carotene Prevention Study (ATBP) (The Alpha-Tocopherol et al.
1994). In dieser randomisierten Studie an starken Rauchern wurden die Teilnehmer
entweder mit B-Carotin, a-Tocopherol, der Kombination aus beiden oder einem Placebo
iber 5-8 Jahre behandelt. Dabei wurde ein signifikanter Anstieg der Inzidenz und der
Mortalitdt der Bronchialkazinome in der Gruppe der ausschlieBlich mit (-Carotin
behandelten Teilnehmer festgestellt. Die zweite Studie mit [3-Carotin und Retinol
(CARET-Studie) musste vorzeitig beendet werden, da in der [-Carotin Gruppe
ebenfalls die Inzidenz und Mortalitit der Bronchialkarzinome signifikant angestiegen
waren (Omenn et al. 1996). Viel versprechend waren hingegen die Ergebnisse einer
kleineren Studie an Patienten mit einem nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinom im
Stadium I mit dem Endpunkt der Minderung an Second Primary Tumors (SPT). Hier
zeigte sich eine signifikant niedrigere Rate von 37% in der Gruppe der mit
Retinyl-Palmitat behandelten Teilnehmer gegeniiber 48% in der Kontroll-Gruppe
(Pastorino et al. 1993). Diese Ergebnisse konnten in einer groferen Studie, der

Euroscan-Studie, nicht bestitigt werden. Vielmehr zeigte sich auch hier keine Wirkung
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von Retinyl-Palmitat in der Pravention von Second Primary Tumors (Van Sandwijk et
al. 1999). In einer weiteren Phase III-Studie an Patienten mit einem nicht-kleinzelligen
Bronchialkarzinom im Stadium I konnte ebenfalls kein signifikanter Unterschied
zwischen der Gruppe der mit Isotretinoin (13-cis-Retinsdure) und der mit einem
Placebo behandelten Gruppe im Hinblick auf die Rezidivrate, Zweit-Tumoren und
Mortalitdt festgestellt werden. In der sekundir durchgefiihrten Multivariaten- und
Subset-Analyse konnte allerdings ein signifikanter Anstieg der Rezidivrate und
Mortalitdt in der Gruppe der Raucher verglichen mit der Gruppe der Patienten, die

niemals geraucht hatten, festgestellt werden (Lippman et al. 2001).

1.3 Fenretinid

1.3.1 Charakterisierung und Metabolismus

OH
i O
L. NN N
Fenretinid H
‘ N __-COOH
All-trans-Retinsidure

N-(4-hydroxyphenyl)retinamide (4-HPR, Fenretinid) ist ein synthetisches Amid der
All-trans-Retinsdure, dessen Synthese erstmals 1978 in einem Patent von Gander und
Gurney beschrieben wurde (Gander et al. 1978). Im Korper wird Fenretinid an Albumin
gebunden transportiert (Davis et al. 1993). Stoffwechselaktiv ist Fenretinid nur in der
freien  Form. Fenretinid  wird  hauptsichlich zu  dem  lipophilen
N-(4-methoxyphenyl)-all-trans-retinamide (MPR) metabolisiert. MPR akkumuliert in
Geweben wie Fett, Prostata, Skelett-Muskel, Leber und Intestinum. Daneben wird
Fenretinid zu polaren Retinamiden abgebaut, die sowohl renal als auch mit der Galle
ausgeschieden werden (Swanson et al. 1981). Fenretinid selbst akkumuliert nicht in der
Leber, was eine reduzierte Lebertoxizitit zur Folge hat. AuBerdem reichert sich

Fenretinid im Brustdriisen-Gewebe an (Moon et al. 1979).
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1.3.2 Chemoprivention und Therapie mit Fenretinid

Die Wirksamkeit von Fenretinid in der Chemopréavention wurde erstmals 1979 fiir die
Karzinogenese des Mamma-Karzinoms gezeigt (Moon et al. 1979). Auch die Inzidenz
von Haut-, Lungen-, Blasen- und Prostata-Tumoren bei Karzinogen-behandelten
Nagetieren konnte durch Fenretinid gesenkt werden (Moon et al. 1989). Dariiber hinaus
wird tiber die Riickbildung solider Tumore der Mamma durch Fenretinid berichtet
(Dowlatshahi et al. 1989, Abou-Issa et al. 1989). Des Weiteren ist Fenretinid wirksam
bei in Ratten transplantierten Prostata-Karzinom-Zellen (Pienta et al. 1993). Auch
gegeniiber Ovarial-Karzinom-Zellen, die in Méuse transplantiert wurden, erweist sich
Fenretinid als wirksam (Formelli et al. 1993b). Entgegen dieser viel versprechenden
Ergebnisse konnte Fenretinid die chemisch induzierte Karzinogenese von
Prostata-Tumoren in Wistar-Unilever Ratten nicht wirksam verhindern (McCormick et
al. 1998). Auch auf die Tumor-Bildung in der Lunge von weiblichen A/J Miusen, in
denen die Karzinogenese chemisch mit Tabak-Nitrosaminen induziert worden war,
hatte Fenretinid keinen Einfluss (Conaway et al. 1998). Neben der isolierten Wirkung
zeigt sich Fenretinid in Kombination mit anderen Substanzen als synergistisch und kann
die Effektivitit dieser Substanzen erhohen. Dazu gehort zum einen die Potenzierung der
Wirkung von Cisplatin gegeniiber Ovarial-Karzinom Zellen (Formelli et al. 1993b).
Daneben erhoht Fenretinid die Wirksamkeit in Kombination mit Tamoxifen beim
Mamma-Karzinom sowohl in Zell-Linien (Coradini et al. 1997), als auch in vivo bei
MNU-induzierten Adenokarzinomen in Ratten (Moon et al. 1992). Diese Kombination
zeigt sich auch wirksamer als die Einzelkomponenten allein in der
Wachstumshemmung von humanen Darm-Krebs Zellen in vitro (Ziv et al. 1994). In
einer ersten klinischen Studie an 82 Rauchern mit Plattenepithel-Metaplasie oder —
Dysplasie des Bronchialepithels konnte keine Wirkung von Fenretinid bei der
Riickbildung der Metaplasien, Dysplasien oder den genetischen und phénotypischen
Veranderungen nachgewiesen werden (Kurie et al. 2000). Die Ergebnisse einer groflen
Studie mit Fenretinid zur Vermeidung eines Zweit-Tumors bei Patientinnen mit einem
Mamma-Karzinom im Stadium I nach chirurgischer Therapie werden unterschiedlich
interpretiert. Die Patientinnen erhielten iiber 5 Jahre entweder 200 mg Fenretinid pro
Tag oder ein Placebo. Fenretinid konnte dabei die Rate kontra- oder ipsilateraler Zweit-
Tumore nicht signifikant senken. Die Autoren postulieren jedoch einen protektiven

Effekt der Fenretinid-Therapie fiir die Entstehung von Zweit-Tumoren bei
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pramenopausalen Patientinnen und einen gegensétzlichen Effekt bei Patientinnen in der
Post-Menopause (Veronesi et al. 1999). Diese Ergebnisse werden wegen der
verwandten Methodik in der Literatur sehr kontrovers diskutiert und es sind weitere
Studien nétig, um diese protektive Wirkung der Fenretinid-Therapie zu bestétigen
(Piantadosi et al. 1999, Veronesi et al. 2000, Meyskens, Jr. et al. 2000, J Natl Cancer
Inst et al. 2000).

1.4 Das IGF-System

1.4.1 Insulin-ihnliche Wachstumsfaktoren (IGF)

Die insulin-dhnlichen Wachstumsfaktoren (IGF) oder Somatomedine, bestehen aus
einer Familie von Wachstumshormon (GH) abhingigen Peptiden, die wie Proinsulin aus
einer A- und B-Kette mit einem dazwischen liegenden C-Peptid bestehen (Rosenfeld et
al. 1990). Bis heute wurden zwei verschiedene insulin-dhnliche Wachstumsfaktoren
identifiziert. IGF-I hat ein Molekulargewicht von 7649 und besteht aus 79
Aminosduren, IGF-II hat ein Molekulargewicht von 7471 und besteht aus 67
Aminosduren (Rinderknecht et al. 1978). IGF-I und IGF-II sind wichtige Mitogene fiir
normale und maligne Zellen und konnen die Proliferation iiber einen
autokrinen/parakrinen Signalweg regulieren (Jaques et al. 1988, Daughaday et al. 1990).
Fiir die Vermittlung ihrer Wirkung binden die IGF mit hoher Affinitdt an spezifische
Membran-Rezeptoren der Zellen (Rosenfeld et al. 1986). Der IGF-I-Rezeptor ist ein
Heterodimer von 300-350 kDa vergleichbar mit dem Insulin-Rezeptor und trigt eine
Tyrosin-Kinase auf der Innenseite der Membran (Ullrich et al. 1986, Yarden et al.
1988). An den IGF-I-Rezetpor binden IGF-I, IGF-II und mit geringer Affinitidt auch
Insulin (Schardt et al. 1993). Uber den IGF-I-Rezeptor werden das Wachstum und die
Differenzierung der Zellen reguliert. Der IGF-II-Rezeptor besteht aus einer Einzelkette
von 215 kDa mit einer groBBen extrazelluliren Doméne und einer kleinen intrazelluldren
Doméne (Schardt et al. 1993). Dieser Rezeptor, mit hoher Affinitit fiir IGF-II und
geringer Affinitdt fiir IGF-I, ist identisch mit dem Mannose-6-Phosphat-Rezeptor, der
an dem Transport von lysosomalen Enzymen beteiligt ist. Seine Rolle fiir den
Signalweg der IGFs ist nicht bekannt (Roth et al. 1988, Nishimoto et al. 1987, Minniti

et al. 1992). Auch fiir nicht-kleinzellige Bronchialkarzinomzell-Linien konnte bereits
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gezeigt werden, dass diese IGF produzieren, die IGF-Rezeptoren exprimieren und die
sog. Insulin-dhnlichen Wachstumsfaktor Bindungs-Proteine (IGFBP) in das Zellkultur-

Medium sezernieren (Jaques et al. 1988, Reeve et al. 1992).

1.4.2 IGF Bindungs-Proteine (IGFBP)

Sowohl im Serum, als auch in Geweben und Zell-Kultur Medien sind die IGF's an
spezifische Bindungsproteine gebunden (Baxter et al. 1986). Bereits 1987 gelang es,
fiinf verschiedene molekulare Formen von Bindungsproteinen im menschlichen Serum
zu isolieren (Hardouin et al. 1987). Bis heute sind insgesamt sieben IGFBP identifiziert
(Swisshelm et al. 1995). Dariiber hinaus sind einige, den IGFBP assoziierte Proteine,
die mit IGFBP-rP1-5 bezeichnet werden, charakterisiert (Baxter et al. 1998, Hwa et al.
1999). Die IGFBPs bestehen aus einer N-terminalen Liganden-Bindungs Doméne und
einer C-terminalen  Region, die fiir die  Protein-Protein  und/oder
Protein-Extrazelluldrmatrix Interaktion wichtig sind (Kelley et al. 1996). Die
Bindungsproteine dienen nicht nur dem Transport der IGF, sondern modulieren auch
die Interaktion mit deren Rezeptoren (Cohen et al. 1976). Dariiber hinaus haben einige
der IGFBP direkte, Rezeptor-vermittelte Funktionen, die unabhéngig von den IGF sind
(Kelley et al. 1996). In nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinomzell-Linien konnte die
mRNA der IGFBP-1 bis -6 und die Expression und Sekretion der IGFBP-1 bis -4 und
IGFBP-6 gezeigt werden (Jaques et al. 1992).
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1.5 Ziel der Arbeit

Retinoide haben Bedeutung fiir die Proliferation und Differenzierung epithelialer
Gewebe, fiir die Immunmodulation und die Embryonalentwicklung vor allem der
Lunge. Daher wird versucht, Retinoide auch fiir die Chemopriavention und Therapie
maligner Tumor zu nutzen. Das wichtigste natiirlich vorkommende Retinoid, die
All-trans-Retinsdure, hemmt das Wachstum von Zell-Linien verschiedener Tumore. Im
Gegensatz dazu sind viele Bronchialkarzinomzell-Linien resistent gegeniiber der
Wachstumshemmung durch All-trans-Retinséure. Dariiber hinaus wird der Einsatz beim
Patienten durch die hohe Toxizitéit der All-trans-Retinséure limitiert.

Auf der Suche nach neuen Retinoiden, die das Wachstum von Bronchialkarzinomzell-
Linien hemmen und geringe Nebenwirkungen haben, erweist sich Fenretinid
[N-(4-hydroxyphenyl)retinamide, 4-HPR] als eine interessante Substanz. Es konnte
bereits gezeigt werden, dass Fenretinid das Wachstum von Zell-Linien vieler maligner
Tumore hemmt. Darunter sind auch Zell-Linien, die gegen All-trans-Retinsiure
resistent sind. Verglichen mit All-trans-Retinsdure hat Fenretinid nur geringe
Nebenwirkungen und wurde in ersten klinischen Langzeitstudien von den Patienten gut
vertragen.

Die Kenntnis der zelluliren Mechanismen, die an der Wachstumshemmung durch
Retinoide beteiligt sind, ist grundlegend fiir das Verstdndnis und den Vergleich der
Wachstumshemmung verschiedener Retinoide. Die Wachstumshemmung durch
All-trans-Retinsdure ~ beruht auf der Induktion von  Differenzierung.
IGF-Bindungsprotein 3 (IGFBP-3) gilt dabei als Vermittler der Wachstumshemmung
durch All-trans-Retinsdure (Gucev et al. 1996). Im Gegensatz dazu wird fiir die
Wachstumshemmung durch Fenretinid die Induktion von Apoptose verantwortlich
gemacht. Die Bedeutung von IGFBP-3 fiir die Wachstumshemmung durch Fenretinid
ist bisher noch nicht untersucht worden.

Ein Ziel dieser Arbeit ist es, den Einfluss von Fenretinid auf das Wachstum
nicht-kleinzelliger Bronchialkarzinomzell-Linien zu untersuchen, vor allem im Hinblick
auf den klinischen Einsatz von Fenretinid bei Patienten mit einem Bronchialkarzinom.
Dazu soll zuerst die Wirkung von Fenretinid in Wachstumsversuchen an 12
nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinomzell-Linien getestet werden. An ausgesuchten
Zell-Linien soll dann die Wirkung von Fenretinid mit der von All-frans-Retinsdure

verglichen werden.
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Ein weiteres Ziel der Arbeit ist es, die Bedeutung der Apoptose und die Rolle von
IGFBP-3 fiir die Wachstumshemmung durch Fenretinid zu untersuchen. Die Induktion
von Apoptose soll mit dem TUNEL-Assay nach Inkubation der Zell-Linien mit
Fenretinid gepriift werden. Durch Messung der IGFBP-3 Konzentration in
konditionierten Medien, Quantifizierung der IGFBP-3 mRNA-Expression und
Anfarbung von IGFBP-3 Protein im Zellkern nach Inkubation mit Fenretinid soll ein
Zusammenhang von IGFBP-3 und der Wachstumshemmung durch Fenretinid
untersucht werden. Aus einem Zusammenhang zwischen der Wachstumshemmung
durch Fenretinid und IGFBP-3 konnten neue Erkenntnisse iiber den bisher nicht

nachgewiesenen Signalweg von Fenretinid gewonnen werden.
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I1. Material und Methoden

I1.1 Material

1L 1.1 Geriite
 Zentrifugen
Hermle ZK364
Biofuge A+B
Zytozentrifuge Cytospin 2

Speed vac Concentrator

+ Zellzahlbestimmung
Coulter Counter

Neubauer-Kammer

« Mikroskope, Objektive
Mikroskop Leitz Fluovert
Leica DMLS

Leitz Orthoplan Phasenkontrastmikroskop

NPL Fluotar 10, Phaco 1
Mikroskop-Kameraaufsatz MPS 12
Mikrophot MPS 05

Kamera Vario-Orthomat

Rasterokular L-Plan

« Sonstige Gerite
Multiskan RC
Peltier Thermal Cycler

Hermle, Gosheim
Heraeus, Hanau
Shandon, England

Bachofer, Reutlingen

Coulter Counter Electronics, Krefeld

Planoptik

Leitz, Wetzlar
Leica, Wetzlar
Leitz, Wetzlar
Leitz, Wetzlar
Wild, Heerburg, Schweiz
Wild, Heerburg, Schweiz
Leitz, Wetzlar

Leica, Wetzlar

Labsystems, Frankfurt

Biozym, Hess. Oldendorf



Material und Methoden 17

11.1.2 Verbrauchsmaterialien
Coulter Counter Messgetil3e
Film Ektachrome 64 professional
Filter Millex-GV 0,22 um
Gewebekulturflaschen 75 cm?®, 50 cm®

24-well-Platten

Lab Tek™ Chamber Slide™ System (8 Kammern)

11.1.3 Chemikalien, Losungen, Medien
Aceton
Albumine, bovine (BSA)
All-trans-Retinséure (ATRA)
Aqua ad iniectabilia
Chloroform
Corbit
Dimethylsulfoxid (DMSO)
DTT Puffer (0,1 M)
5x Dye Solution
EDTA 0,02% in PBS ohne Ca*", Mg*"
Ethanol absolut
Ethidiumbromid
Fenretinid (N-[4-hydroxyphenyl]retinamide)
Fetales Kélberserum (FKS)
First-Strand Buffer
Haemalaun 10%ig
H,0,
Isoton III Coulter Counter Solution
Isopropanol (2-Propanol)
Kaisers Glyceringelatine
Methanol
Na-Selenit
Paraformaldehyd
10x PCR-Puffer

Pikrinsdure-Losung, geséttigt

Coulter Counter Electronics, Krefeld
Kodak

Millipore Corporation, USA
Greiner, Frickenhausen

Greiner, Frickenhausen

Nunc, Wiesbaden

Merck, Darmstadt

Sigma, Miinchen

Sigma, Miinchen

Braun, Melsungen

JT Baker, Holland

Hecht, Stadtrade

Merck, Darmstadt

Gibco, Eggenstein
Fermentas, Lithuania
Boehringer, Mannheim
Apotheke Klinikum Marburg
Roth, Karlsruhe

Sigma, Miinchen

Gibco, Eggenstein
Boehringer, Mannheim
Merck, Darmstadt
Merck-Schuchardt, Hohenbrunn
Coulter Counter Electronics, Krefeld
JT Baker, Holland

Merck, Darmstadt

JT Baker, Holland

Sigma, Miinchen

Merck, Darmstadt
Boehringer, Mannheim

Merck, Darmstadt
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RPMI 1640 mit L-Glutamin (R-0) Gibco, Eggenstein
Schweineserum 20% DAKO, Dianemark
Transferrin, human (98% eisenfrei) Sigma, Miinchen
Trypanblau 0,01% (w/v) Apotheke Klinikum Marburg
Trypsin-Losung 2,5% ohne Ca*", Mg*" Boehringer, Mannheim
Xylol Merck, Darmstadt

Wegen der Lichtempfindlichkeit von Fenretinid und All-trans-Retinsédure wurden beide

Substanzen lichtgeschiitzt gelagert und alle Versuche in abgedunkelten Raumen

durchgefiihrt.

11.1.4 Kits
ABC-Kit Vector, USA
ACTIVE™ IGFBP-3 Diagnostic System Laboratories, Sinsheim
ApoDETEC®™ Enzo Diagnostics, USA
DAB-Kit Vector, USA
LSAB® + Kit, Peroxidase/DAB + DAKO, Danemark
Simply Sensitive®™ Detection Kit Enzo Diagnostics, USA

11.1.5 Antikorper
IGFBP-3 (Produkt-Nr. IGF63) Mediagnost, Tiibingen
Rabbit-IgG DAKO, Dianemark

11.1.6 Enzyme
Superscript-RT (200 U/pl) Gibco, Eggenstein
RNase Inhibitor Boehringer, Mannheim

Taqg-Polymerase Boehringer, Mannheim
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I1.1.7 Nukleinsdiuren, Nukleotide und Primer fiir die RT-PCR

100bp-DNA-Ladder Gibco, Eggenstein
Low Mass DNA-Ladder Gibco, Eggenstein
dNTP-Set (100 mM) Boehringer, Mannheim
dNTP-Mix (10 mM) Gibco, Eggenstein
oligo dT Gibco, Eggenstein

Die fiir die RT-PCR notwendigen Primer wurden von der mikrochemischen Einheit des

Institutes fiir Molekularbiologie und Tumorforschung (IMT), Marburg, hergestellt.

GAPDH 5’-Primer: 5> CGTCTTCACCACCATGGAGA 3’
GAPDH 3’-Primer: 5> CGGCCATCACGCCACAGTTT 3’
IGFBP-3 5’-Primer: 5° GCTCTGCGTCAACGCTAGTG 3’
IGFBP-3 3’-Primer: 5> GCTTCCTGCCTTTGGAAGGG 3’

11.1.8 Hergestellte Losungen und Medien

Zellkultur

All-trans-Retinsdure Losung

1,0 mg der bei -20°C gelagerten Trockensubstanz (MG 300,45) wurden in 1000 pl

Ethanol abs. entsprechend einer Konzentration von 1 mg/ml geldst und dann mit
2000 pl Ethanol abs. auf eine 10° M Lésung verdiinnt. Mit dieser bei 4°C gelagerten
Stammlosung wurden vor jedem Versuch die Verdiinnungsreihen in R-10 frisch

hergestellt.

Einfriermedium

Die Zellen, die nicht sofort nach ihrer Konditionierung fiir die RNA-Extraktion
verwendet werden konnten, wurden in Einfriermedium aufgenommen und bei -80°C
gelagert. Das Medium bestand aus folgenden Komponenten:

RPMI

50% FKS

7,813 g/ml DMSO (RT)
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1%ige Ethanol-Losung in R-10

Als Kontrolle wurde in allen Versuchen eine Inkubation der Zellen mit einer 1 %igen
Ethanol-Losung in R-10 mitgefiihrt. Diese Ethanol-Konzentration entspricht der
Ethanol-Konzentration in den Versuchansidtzen mit 10 uM Fenretinid oder 10 uM

All-trans-Retinsaure.

Fenretinid-Losung

Mit Fenretinid wurde eine 10> M ethanolische Lsung angesetzt und jeweils als 50 pl
Aliquots bei -20°C gelagert. Bei weiterem Gebrauch wurde die Losung mit Ethanol abs.

auf 10~ M verdiinnt und eine Verdiinnungsreihe mit R-10 hergestellt.

R-0/Trypsin-Losung

Zum Ablosen der Zellen aus 24-well Platten wurde eine 7%ige Trypsin-Losung in

RPMI 1640 (R-0) angesetzt.

R-10 Medium
Das R-10 Medium bestand aus Fetalem Kilberserum (FKS), welches vor Gebrauch bei

56°C dekomplementiert und sterilfiltriert wurde. AnschlieBend wurde eine 10% ige

FKS-Losung in RPMI 1640 angesetzt.

ST-Medium

Das in einigen Versuchen verwendete Serum-freie Medium bestand aus folgenden
Zusatzen:

500 ml RPMI 1640 mit L-Glutamin

5,2 ng/ml Na-Selenit

5 pg/ml Transferrin, human (98% eisenfrei)

Immunzytochemische Féirbung

PBS-Puffer

1,4 M NaCL

80 mM Na,HPO,

15 mM KH,PO4

Die Losung wurde mit HCI bzw. NaOH auf einen pH von 7,4 eingestellt.
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TAE-Puffer
40 mM Tris-Acetat
2mM EDTA

Die Losung wurde mit konz. Essigsdure auf einen pH von 8,0 eingestellt.

Zamboni-Reagenz

0,13 g/ml Paraformaldehyd

150 ml gesittigte Pikrinsdure-Losung
4 h bei 60°C im Wiarmeschrank inkubieren und stiindlich schiitteln, mit 2,5%iger NaOH

neutralisieren, filtrieren und mit PBS bei einem pH-Wert von 7,3 auf 11 auffiillen.
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I1.2 Methoden

11.2.1 Bronchialkarzinomzell-Linien
Nicht-kleinzellige Bronchialkarzinomzell-Linien (NSCLC):

Adenokarzinom Plattenepithelkarzinom GroBzelliges Karzinom
A549" EPLC-32M1 LCLC-97TM1
NCI-H125 EPLC-272H NCI-H157
NCI-H23 U1752 NCI-H661
NCI-H596 uUl1810
NCI-H322

! Bronchoalveolarzell-Karzinom

Die permanenten humanen Bronchialkarzinomzell-Linien wurden vom National Cancer
Institute (NCI) Bethesda, MD, (Gazdar et al. 1986) sowie von Dr. J Bergh, (Bergh et al.
1981) Dept. of Pathology and Oncology, University of Uppsala, Schweden (U) bezogen

oder in unserem Labor etabliert und charakterisiert (Bepler et al. 1987).

11.2.2 Zellkultur

Die adhirent wachsenden Zell-Linien wurden bei 37°C mit 7% CO; in
wasserdampfgesittigter Atmosphdre in R-10 (RPMI 1640 mit 10% fetalem
Kaélberserum) kultiviert. Auf den Zusatz von Antibiotika wurde verzichtet. Je nach
Wachstumsgeschwindigkeit wurden die Zell-Linien ein- bis zweimal wochentlich iiber
hochstens 20 Passagen je Zell-Linie geteilt. Dazu wurde das Medium aus den
Gewebekulturflaschen (75 cm®, Greiner) abgesaugt, 5 ml 0,02%ige EDTA-Lésung zum
Abldsen der Zellen zugegeben und diese fiir einige Minuten bei 37°C inkubiert, bis sie
sich ablosten. Die entstandene Zell-Suspension wurde durch Pipettieren vereinzelt und

in einem Verhéltnis von 1:10 auf die neuen Gewebekulturflaschen verteilt.
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11.2.3 Wachstumsversuche

Mit dieser Versuchsanordnung sollte der Einfluss von Fenretinid und
All-trans-Retinsdure auf das Wachstum von insgesamt 12 nicht-kleinzelligen
Bronchialkarzinomzell-Linien getestet werden. Dazu wurden die Zellen in der
logarithmischen Wachstumsphase mit EDTA 0,02% abgeldst, mit R-0 gewaschen und
in einer Dichte von 1x10* Zellen/ml in 24-well Platten in R-10 ausgesit. Nachdem die
Zellen iiber Nacht angewachsen waren, wurde das Medium abgesaugt und die Zellen
mit 0,01/0,1/1,0/5,0 und 10,0 uM Fenretinid in R-10 oder All-trans-Retinsdure fiir 6
Tage inkubiert. Die Versuche wurden dabei als 4-fach Bestimmung je Konzentration
durchgefiihrt. Am 6. Tag wurde das Medium abgesaugt und die Zellen mit 1 ml
R-0/Trypsin-Losung iiber 60 min. bei 37°C abgeldst. Danach wurden die Zellen
vorsichtig mit einer Eppendorf-Pipette resuspendiert und 100 pl der Zellsuspension in
einem Coulter Counter Messgefal mit der Elektrolytlosung Isoton III auf 10 ml
verdiinnt. Die Zellzahl wurde mit dem Coulter Counter gemessen. Dabei wird die
Zellsuspension durch eine Offnung zwischen zwei Elektroden gesogen. Beim Durchtritt
von nicht leitenden Teilchen, wie z.B. Zellen, kommt es zu einer Anderung des
elektrischen Widerstandes zwischen den Elektroden. Die Anzahl und die Hohe dieser
Widerstandsidnderungen, die proportional zur Grofe der Teilchen ist, werden vom
Coulter Counter registriert.

In den weiteren Versuchen wurde die Zell-Linie A549 verwendet, um die
Wachstumshemmung durch Fenretinid und All-frans-Retinsdure  weiter zu
charakterisieren. Zur Ermittlung von Wachstumskinetiken der Zell-Linie A549 unter
Fenretinid und All-trans-Retinsdure wurde die Zellzahl téglich mittels Coulter-Counter
gemessen. Als MaBl der Wachstumsgeschwindigkeit wurde die Zell-Verdopplungszeit
(population doubling time, pdt) errechnet.

Fiir die Untersuchung der Reversibilitit der Wachstumshemmung wurde die Zell-Linie
A549 in einer Dichte von 1x10* Zellen/ml in Gewebekulturflaschen (50 cm’) in R-10
ausgesdt und am néchsten Tag flir 6 Tage mit 5 bzw. 10 uM Fenretinid oder 5 bzw.
10 uM All-trans-Retinsdure inkubiert. An Tag 6 wurden die Zellen mit EDTA 0,02 %
abgelost, in R-0 gewaschen und fiir jeweils zwei getrennte Versuchsansitze in 24-well
Platten in einer Dichte von 1x10* Zellen/ml ausgesit. In einem der beiden Ansitze
wurden die Zellen weiterhin mit dem entsprechenden Retinoid in gleicher

Konzentration fiir 6 Tage inkubiert. In dem zweiten Ansatz wuchsen die Zellen jetzt in
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R-10 ohne weiteren Zusatz von Retinoiden ebenfalls iiber 6 Tage. In beiden

Versuchsansétzen wurde die Zellzahl taglich mittels Coulter Counter bestimmt.

11.2.4 TUNEL-Assay

Zum Nachweis einer mdglichen Apoptoseinduktion nach Stimulation der Zellen mit
Fenretinid und All-trans-Retinsdure wurde der TUNEL-Assay durchgefiihrt. Dazu
wurde die Zell-Linie A549 in unterschiedlicher Dichte in Gewebekulturflaschen (50
cm’) ausgesit und entweder mit 5, 10 uM Fenretinid oder All-trans-Retinsdure
inkubiert. Nach 2, 5 und 6 Tagen Inkubationszeit wurden die Zellen mit EDTA 0,02%
abgeldst und Zytozentrifugen-Préparate hergestellt. An diesen Préparaten wurde der
TUNEL-Assay mit dem ApoDETEC®™ Cell Death Assay System nach den Angaben
von ENZO Diagnostics durchgefiihrt. Der Assay beinhaltet als ersten Teil das ,,Labeling
Pack®, bestehend aus einem biotinylierten 16-dUPT Primédrantikdrper zur Kopplung an
das 3’-OH-Ende der DNS-Bruchstiicke. Der zweite Teil, das ,,Horseradish Peroxidase-
DAB In Situ Detection System* dient der Kopplung eines Streptavidin-biotinylierten
Merretich-Peroxidase Komplexes an den Primérantikorper, um die DNS-Bruchstiicke
anschlieBend mit Diaminobenzidin (DAB) zu firben. Die einzelnen Schritte sind im
Folgenden dargestellt. Nach einem Waschschritt iiber 2x5 min. in Aqua destilata
erfolgte die Fixation der Préparate {iber 10 min in -20°C kaltem Aceton. Nach Waschen
der Préiparate in PBS fiir 3 min wurde zuerst 1 Tropfen Equilibration-Buffer aufgetragen
und die Préparate iiber 5 min bei 37°C in einer Feuchtkammer inkubiert. AnschlieBend
wurden je 30 ul der vorbereiteten Reaktionsmischung aus 27 pl Labeling Reagent
(Bio-16-dUTP) und 3 pl terminaler Transferase aufgebracht und die Préparate iiber
60 min bei 37°C in der Feuchtkammer inkubiert. Nach einem weiteren Waschschritt
von 3x1 min in PBS wurden je 2 Tropfen Detection Reagenz aufgetragen und die
Praparate wieder iiber 60 min bei 37°C in der Feuchtkammer inkubiert. Nach dem
Spiilen der Priparate mit einer Pipette und PBS wurden die Objekttrager iiber 2x1 min
in PBS gewaschen. Die Farbreaktion startete nach Auftragen von je 30 ul des
vorbereiteten Colour-Mix aus 1 ml Colour-Reagenz (H,O;, in Acetat-Puffer) und 1
Tropfen DAB. Nach Inkubation {iber 20 min bei 37°C in einer Feuchtkammer wurden
die Prédparate zum Stoppen der Farbreaktion fiir 1 min in PBS gewaschen und

anschliefend fiir 10 min unter Leitungswasser gespiilt. Die Entwésserung der Préparate
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erfolgte mittels Eintauchen {iber je 2 min in eine Alkohol-Lésung mit steigender
Ethanol-Konzentration (70%,80%,90%,95%, Ethanol absolut). AbschlieBend wurden
die Prédparate fiir 4 min in Xylol getaucht und mittels Aquatex eingedeckelt. Die
Féarbung der Pridparate wurde sowohl im Lichtmikroskop als auch im

Phasenkontrast-Mikroskop ausgewertet.

11.2.5 Messung IGFBP-3 Konzentration mittels ELISA

11.2.5.1 Konditionierung der Zellkulturmedien

Die Messung der IGFBP-3 Konzentration in den konditionierten Medien erfolgte
parallel in den Wachstumsversuchen zum Vergleich von Fenretinid und
All-trans-Retinsdure (vgl. 11.2.3). Dafiir wurde die Zell-Linie A549 in einer Dichte von
1x10* Zellen/ml in 24-well Platten in R-10 ausgesit. Nachdem die Zellen iiber Nacht
angewachsen waren, wurde das Medium abgesaugt und die Zellen mit 0,01/0,1/1,0/5,0
und 10,0 puM Fenretinid oder All-frans-Retinsdure fiir 6 Tage inkubiert. Die
Zell-Kultur-Uberstinde wurden mit einer Eppendorf-Pipette vorsichtig abgenommen,

bei 400 x g zentrifugiert und bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert.

11.2.5.2 Enzyme-linked immuno sorbent assay (ELISA)

Zur Messung der IGFBP-3 Konzentration in den konditionierten Medien wurde der
ACTIVE™ IGFBP-3 Kit (Diagnostic System Laboratories, Sinsheim) verwendet.
Zusammen mit den mitgelieferten Standards und Kontrollen wurden die konditionierten
Medien nach Anleitung in den Test eingesetzt. Dazu wurden die Proben fiir den Einsatz
in den Assay auf 1:100 mit dem Nullstandard verdiinnt. Je 25 pul der Standards,
Kontrollen und Proben wurden in die mitgelieferte Mikrotiterplatte pipettiert und der
Assay, wie im Folgenden beschrieben, durchgefiihrt. Nach Zugabe von 50 pl des
mitgelieferten Assay-Puffers erfolgte die Inkubation der Mikrotiterplatte fiir 2 h bei
Raumtemperatur auf einem Horizontalschiittler (500-600 rpm). Das in den Proben
enthaltene IGFBP-3 wurde dabei an Antikdrper gebunden, mit denen die Wells der
Platte beschichtet waren. AnschlieBend wurde der Puffer aus den Wells abgesaugt und
diese insgesamt 5-mal mit dem Waschpuffer (gepufferte NaCL-Losung) gewaschen.
AnschlieBend Zugabe von je 100 pl des mitgelieferten Antikorper-Enzym-Konjugates.
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Die darin enthaltenen IGFBP-3 Antikorper, die mit Merretich-Peroxidase gekoppelt
waren, konnten in der anschlieBenden Inkubation iiber 1h bei Raumtemperatur auf
einem Horizontalschiittler (500-600 rpm) an das IGFBP-3 binden. Nach einem erneuten
5-maligen Waschschritt mit Waschlosung erfolgte die Farbreaktion nach Zugabe von je
100 ul TMB-Chromogen-Ldsung (Tetramethylbenzidin in Citratpuffer) und Inkubation
auf einem Horizontalschiittler (500-600 rpm) bei Raumtemperatur. Nach 10 min wurde
die Farbreaktion durch Zugabe von je 100 ul Stopp-Losung (Schwefelsdure) gestoppt.
Die Absorption der entstandenen Farbreaktion wurde bei 450 nm innerhalb von 30 min

gemessen.

11.2.6 Immunzytochemie

Fiir die immunzytochemische Farbung von IGFBP-3 im Kern der Zellen wurde die
Zell-Linie A549 fiir 48 h mit 10 uM Fenretinid oder All-frans-Retinsdure und EtOH 1%
als Kontrolle inkubiert. Die Zellen wurden mit 2 ml EDTA 0,02% abgeldst und mit R-0
gewaschen. Danach wurden die Zellen auf 10° Zellen/ml mit R-0 verdiinnt und damit
Zytozentrifugen-Praparate hergestellt. Die fertigen Prdparate wurden 1 Tag bei
Raumtemperatur getrocknet und wie im Folgenden beschrieben gefdrbt. Vorhandene
endogene Peroxidasen der Zellen wurden in einer Losung aus 100 ml -20°C kaltem
Methanol und 1 ml 8°C kaltem H,0, (30%ig), in die die Préparate fiir 20 min getaucht
wurden, inaktiviert. Nach Waschen der Priparate in Aqua destilata (2x5 min) wurden
diese fiir 10 min in Zamboni-Lésung getaucht, welche die Kernmembran der Zellen
Offnete. Nach erneutem Waschen der Préparate in PBS (2x1 und 1x10 min) wurden je
50 pl 30%iges Schweineserum aufgetragen und die Préparate fiir 30 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Damit wurden vorhandene endogene Ig-Antikorper
inaktiviert. Nach Verdiinnung der IGFBP-3 Antikorper auf 1/100 sowie der Kaninchen-
IgG Antikorper auf 1/1500 in 1 %igem Schweineserum als Negativ-Kontrolle wurden
die Préparate mit je 50 ul des Primidrantikérpers in einer Feuchtkammer bei 8°C
inkubiert. Der Zweitantikdrper in Form von 50 pl des biotinylierten Kaninchen-
Antikorpers aus Schweine IgG wurde nach erneutem Spiilen in PBS (2x1 und
1x10 min) aufgetragen und die Prdparate fiir 15 min bei Raumtemperatur inkubiert.
AnschlieBend wurde je 1 Tropfen Streptavidin-Peroxidase-Konjugat aufgetragen und

die Préparate fir 15 min bei Raumtemperatur inkubiert, wodurch die Merretich-
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Peroxidase an den Zweitantikorper gekoppelt wurde. Danach wurden die Préiparate
vorsichtig mit Aqua destilata gespiilt. Die Féarbung erfolgte durch Inkubation der
Praparate mit einem Tropfen Substrat-Chromogenlésung (Diaminobenzidin). Nach
Spiilung der Priparate in Aqua destilata wurden die Préparate fiir 1 min in 10%igem
Haemalaun gegengefirbt. AbschlieBend wurden die Objekttrager fiir 10 min in

Leitungswasser gespiilt und mit Kaisers Glyceringelatine eingedeckelt.

11.2.7 IGFBP-3 mRNA-Analysen

11.2.7.1 RNA-Extraktion aus Zellen

Zur Messung der mRNA-Expression von IGFBP-3 wurde Gesamt-RNA aus den zu
untersuchenden Zellen gewonnen. Zuvor waren die Zellen fiir 24 h mit entweder 10 uM
Fenretinid oder 10 uM All-trans-Retinsdure und EtOH 1% als Kontrolle in R-10
stimuliert worden. Die mit EDTA 0,02% abgeldsten Zellen wurden mit R-0 auf 2x10°
Zellen/ml verdiinnt und entweder bis zum weiteren Gebrauch bei -80°C gelagert oder
direkt weiterverwendet. Die 2x10° Zellen wurden fiir 10 min bei 100 x g und 5°C
zentrifugiert und danach in 800-1000ul RNAzol aufgenommen. Nach Zugabe von
100 pl Chloroform und vortexen fiir 20-30 sek verblieben die Proben fiir 5 min auf Eis
bei 4°C. Zentrifugation fiir 15 min (15000 x g, 4°C) trennte verschiedene Phasen. Die
obere, wissrige Phase wurde abgenommen, zur Fallung der ionischen Detergentien 400-
500 pl Isopropanol zugegeben und die Proben <60 min auf Eis bei 4°C gelagert.
Danach erneute Zentrifugation (15000 x g, 4°C) fiir 15 min. AnschlieBend wurde das
Pellet mit eiskaltem Ethanol (absolut) gewaschen und wieder 8 min bei 7500 x g und
4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgekippt und die restliche Fliissigkeit
vorsichtig abgesaugt. Je nach Grofle wurde dann das Pellet mit 50-100 ul Aqua destilata
gelost und die Proben 10 min bei 57°C im Wérmeblock inkubiert. Nach weiterer
Zentrifugation (8 min, 7500 x g, 4°C) wurde der Uberstand (RNA) abgenommen und
die Qualitdt und Konzentration der RNA mittels Photometermessung bei 260 nm (RNA)
und 280 nm (Protein) ermittelt. Das Verhiltnis aus der Extinktion (260 nm): Extinktion
(280 nm) gibt dabei die Giite der erhaltenen RNA an. Dabei war ein Verhéltnis von
<2,0 anzustreben. 1,000 Einheiten der Extinktion bei 260 nm entsprachen einer RNA-

Konzentration von 40 pg/ml. Entweder wurde die RNA bis zum weiteren Gebrauch bei
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-80°C gelagert oder direkt mit der cDNA Synthese fortgefahren. Zuvor war die Reinheit

der extrahierten RNA in einem 1,5%igen Agarose-Gel iiberpriift worden.

11.2.7.2 Herstellung der cDNA
Fiir die Herstellung der cDNA wurden 4 pg der Gesamt-RNA eingesetzt. Diese wurde
mit DEPC-H,O auf 10,0 pl verdiinnt und 1,0 ul Oligo dT (0,5 pg/ul) zugegeben. Der
Ansatz wurde bei 70°C fiir 10 min inkubiert und auf Eis gestellt. Dem Ansatz wurden je
9 ul eines jeweils frisch hergestellten Mix zugegeben:

4 ul First Strand Buffer

2ul DTTO0,1 M

1 ul ANTP-Mix (10 mM)

1 ul Rnase-Inhibitor

1 ul Superscript-RT

Die Proben wurden 2 h bei 41°C inkubiert und 10 min bei 95°C denaturiert, mit je 40 pl
H,O verdiinnt und bei -20°C gelagert.

11.2.7.3 Polymerase-Kettenreaktion PCR

Als Referenzgen fiir die IGFBP-3 PCR diente die Glyceraldehyd-Phosphat-
Dehydrogenase (GAPDH). Nach Durchfiihrung der GAPDH-PCR ermoglichte die
Bestimmung der Bandenintensititen mittels der Software Gelscan Pro 2.0 die
Angleichung der eingesetzten cDNA Menge. Der Einsatz gleicher Mengen cDNA war
Voraussetzung flir die quantitative Auswertung der im Anschluss durchgefiihrten

IGFBP-3 PCR.
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Fiir die PCR wurde ein Ansatz von 100 pl je Probe hergestellt, bestehend aus 99 ul Mix
und 1 pl der Gesamt cDNA.

Mix:  GAPDH IGFBP3
10 pl 10x PCR-Puffer 10 pl 10x PCR-Puffer
2 ul ANTP-Mix (10 mM) 2 ul ANTP-Mix (10 mM)
80,5 ul H>O 81,5 ul H,O
3 ul 5’-Primer (50 pmol) 2,5 ul 5°-Primer (50 pmol)
3 ul 3’-Primer (50 pmol) 2,5 ul 3’-Primer (50 pmol)
0,5 ul Tag-Polymerase (5 U/ul) 0,5 ul Tag-Polymerase (5 U/ul)

Folgende Bedingungen wurden fiir die PCR gewihlt:

GAPDH IGFBP-3
Denaturierung 95°C  0:45 min 95°C  0:45 min
Anealing Temp. 60°C  1:00 min 58°C  1:00 min
Elongation 72°C  1:00 min 72°C  1:00 min
Zyklen-Zahl 22 35

11.2.8 Statistische Auswertung

Alle Versuche wurden insgesamt drei Mal durchgefiihrt. Die Ergebnisse der
Wachstumsversuche zeigen den Mittelwert der 4-fachen Bestimmung eines
reprasentativen Versuches. Mit dem zweiseitigen Students-T-Test wurde die
Signifikanz der Ergebnisse getestet, wobei das Signifikanzniveau mit p< 0,01 gewdhlt
wurde.

Die Berechnung der IC50-Werte aus den Wachstumsversuchen erfolgte je nach Verlauf
der Dosis-Effekt-Kurven entweder iiber eine lineare oder eine exponentielle Regression.
Uber die erhaltene Funktionsgleichung wurde der IC50-Wert dann berechnet.

Die Zell-Verdopplungszeit (population doubling time, pdt) in den Versuchen zur
Wachstumskinetik wurde in der logarithmischen Wachstumphase der Zellen nach
folgender Formel errechnet:

pdt=48 hx log 2/ { log ( Zellzahl Tag x ) — log ( Zellzahl Tagy ) }.

Zur Berechnung der Bandenintensitditen fiir die quantitative Aussage der

RT-PCR diente die Software Gelscan Pro 3.0 (BioSciTec GmbH, Frankfurt).
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I11. Ergebnisse

ITII.1 Wachstum der nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinomzell-Linien unter

Fenretinid

Um den Einfluss von Fenretinid auf das Wachstum von Lungentumorzellen zu testen,
wurden Wachstumsversuche mit 12 nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinomzell-Linien
durchgefiihrt, die sich in die drei histologisch bekannten Varianten (Adenokarzinom,
Plattenepithelkarzinom, groB3zelliges Karzinom) aufteilen lassen. Die Zellen wurden in
einer Dichte von 1x10* Zellen/ml in 24-Well Platten ausgesit und mit steigenden
Konzentrationen Fenretinid (0,01-10 uM) inkubiert. Die Zellzahl wurde am 6. Tag
mittels Coulter Counter gemessen. Exemplarisch sind in Abbildung 1 die Ergebnisse
eines der Wachstumsversuche der Zell-Linie AS549 gezeigt. Mit steigender
Konzentration von Fenretinid ldsst sich eine Reduktion der gemessenen Zellzahl auf

[50% gegeniiber der Kontrolle (EtOH 1%) feststellen.

3BX1IB——— — ——— - - - — - - —————
300x103
250x10%
200x10%

150x108 ~

Zellzahl / well

100x103

50x103

0_

EtOH 0,01uM  0,1uM 1M 5 uM 10 uM

Abb. 1: Wachstum von A549 unter Fenretinid. Die Zellen wurden fir 6 Tage mit steigenden
Konzentrationen Fenretinid inkubiert. Die Zellzahl wurde mittels Coulter Counter bestimmt. Die
Ergebnisse sind als Mittelwerte mit Standardabweichung im Vergleich zur Kontrolle (EtOH 1%)
dargestellt.
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Bei 11 der insgesamt 12 getesteten nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinomzell-Linien
zeigt sich unter 10 uM Fenretinid eine Reduktion der Zellzahl im Vergleich zur
Kontrolle. Eine Ubersicht iiber das Wachstum der Zell-Linien unter 10 uM Fenretinid
verglichen zur Kontrolle gibt Tabelle 3. Die aus den Wachstumsversuchen errechneten
IC50 Werte liegen zwischen 3,3 uM (LCLC-97TM1) und >10 uM Fenretinid bei den
Zell-Linien, bei denen Fenretinid das Wachstum nicht um 50% im Vergleich zur

Kontrolle hemmen konnte.

Wachstum im Vergleich zur Kontrolle
Zell-Linie Histologie IC-50 [nM]

Mittelwert Standard-Abweichung
LCLC-97TM1 LCLC 12 % 2,2% 3,3
EPLC-272H SCC 18 % 4,9 % 6,0
U1810 LCLC 33% 5,9 % 5,0
NCI-H661 LCLC 33% L5 % 7,4
EPLC-32M1 SCC 39% 4,5 % 8,2
A549 BA 47 % 4,4 % 8,0
NCI-H23 AD 48 % 7,8 % >10,0
NCI-H157 LCLC 52% 4,6 % >10,0
Ul1752 SCC 61 % 12,9 % > 10,0
NCI-H322 AD 73 % 12,5 % ns.
NCI-H125 AD 76 % 5,1% n.s.
NCI-H596 AD 100 % 11,9 % n.s.

Tab. 3: Wachstum der nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinomzell-Linien unter 10 yM Fenretinid
im Vergleich zur Kontrolle (EtOH 1%). Das Wachstum der Kontrolle wurde dabei auf 100%
gesetzt. Die IC50-Werte wurden Uber eine Regression mit der erhaltenen Funktionsgleichung
errechnet.
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I11.2 Vergleich der Wirkung von Fenretinid und All-frans-Retinsiure

Um die Wirkung von Fenretinid mit anderen Retinoiden zu vergleichen, wurden 3
Zell-Linien mit Fenretinid bzw. All-frans-Retinsdure in Parallel-Versuchen fiir 6 Tage
inkubiert. Die ausgewéhlten Zell-Linien (A549, EPLC-32M1 und LCLC-97TM1)
repriasentieren jeweils einen Vertreter der 3 histologischen Varianten der
Bronchial-Karzinome. Hierbei zeigt sich unter All-frans-Retinsdure bei A549 eine
Hemmung des Wachstums auf 49%. In den beiden anderen Zell-Linien EPLC-32M1
und LCLC-97TM1 erreichen die Zellen ein Wachstum von 87% bzw. 88%. Unter
Fenretinid zeigt sich eine Reduktion der Zellzahl bei A549 auf 48%, bei EPLC-32M1
auf 43% und bei LCLC-97TM1 auf 23% im Vergleich zur Kontrolle (Abbildung 2).

L e ——

ipo || W fOuMHPR |
[ 10 uM ATRA

100A—————————T———————

oo+ ;(—— — — <4 ——

Goj———Al- ——————————— — —

40 +— { ——— f——— 4 ——

Wachstum in % der Kontrolle

O T T T
A549 EPLC-32M1 LCLC-97TM1

Abb. 2: Vergleich des Wachstums von A549, EPLC-32M1 und LCLC-97TM1 unter 10 uyM
Fenretinid oder 10 yM All-frans-Retinsaure. Nach Inkubation der Zellen mit entweder 10 uM
Fenretinid oder 10 yM All-frans-Retinsaure fir 6 Tage wurde die Zellzahl mittels Coulter
Counter gemessen. Das Wachstum ist als Mittelwert mit Standardabweichung in Prozent zur
Kontrolle (EtOH 1%) dargestellt. Das Wachstum der Kontrolle wurde auf 100% gesetzt.
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II1.3 Wachstumskinetiken unter Fenretinid und All-frans-Retinsidure

Zur Erstellung von Wachstumskinetiken der Zell-Linie A549 unter Fenretinid und

All-trans-Retinsdure wurden die Zellen mit steigenden Konzentrationen der jeweiligen

Substanz inkubiert und die Zellzahl tdglich mittels Coulter Counter bestimmt

(Abbildungen 3 a und b).

Zellzahl / Well
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Abb. 3a,b: Wachstumskinetiken von A549 unter Fenretinid bzw. All-frans-Retinsaure. Die
Zellen wurden mit jeweils 5 und 10 yM Fenretinid oder All-trans-Retinsaure inkubiert. Die
Ermittlung der Zellzahl erfolgte taglich mittels Coulter Counter. Die Ergebnisse sind als
Mittelwerte mit Standardabweichung im Vergleich zur Kontrolle (EtOH 1%) dargestellt.
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Als MaB} der Wachstumsgeschwindigkeit von Zellen gilt die Zell-Verdopplungszeit, im
Englischen auch population doubling time (pdt) genannt. Die Berechnung der Zell-
Verdopplungszeit erfolgte in der logarithmischen Wachstumsphase der Zellen nach
folgender Formel:

pdt=48 hx log 2/ { log ( Zellzahl Tag x ) — log ( Zellzahl Tagy ) }.

Die Zell-Verdopplungszeit der Zell-Linie A549 verldngert sich bei Inkubation mit
Fenretinid im Vergleich zur Kontrolle von 21 h auf 28 h unter 5 uM und auf 29 h unter
10 uM  Fenretinid. Auch bei Inkubation mit All-trans-Retinsdure ist die Zell-
Verdopplungszeit mit jeweils 27 h unter 5 bzw. 10 uM All-trans-Retinsdure gegeniiber
der Kontrolle mit 21 h verldngert (Abbildung 4).
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Abb. 4: Zell-Verdopplungszeiten der Zell-Linie A549 bei Inkubation mit Fenretinid oder
All-trans-Retinsaure. Die Zellen wurden Uber 6 Tage entweder mit 5 bzw. 10 uM Fenretinid
oder All-trans-Retinsaure inkubiert und die Zellzahl mittels Coulter Counter taglich bestimmt.
In der logarithmischen Wachstumphase zwischen Tag 2 und Tag 4 wurde die
Zell-Verdopplungszeit berechnet. Die Ergebnisse sind als Absolutwerde im Vergleich zur
Kontrolle (EtOH 1%) dargestellt.
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I11.4 Reversibilitit der Wachstumshemmung von Fenretinid und All-trans-

Retinsiure

Die Priifung auf Reversibilitit der wachstumshemmenden Wirkung von Fenretinid und
All-trans-Retinsdure erfolgte nach folgender Versuchsanordnung. Nach Inkubation der
Zell-Linie A549 in Zellkulturflaschen (50 cm®) mit 10 pM Fenretinid oder 10 pM All-
trans-Retinsdure fiir 6 Tage wurden die Zellen in R-10 gewaschen und in je zwei
Versuchsansitze geteilt. Dabei wurden die Zellen in einer Dichte von je 1x10*
Zellen/ml in 24-well Platten ausgesit. In einem Versuchsansatz wurden die Zellen jetzt
in R-10 iiber 6 Tage inkubiert. Im zweiten Versuchsansatz wuchsen die Zellen
weiterhin mit 10 uM des jeweils zuvor verwandten Retinoids in R-10. Die Zellzahl
wurde in beiden Versuchsansidtzen tdglich mittels Coulter Coulter berechnet. Die

Ergebnisse fiir Fenretinid sind in Abbildung 5 dargestellt.
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Abb. 5: Wachstumskinetik von A549 nach Inkubation mit 10 yM Fenretinid fir 6 Tage. Die
Zellen wurden erneut ausgesat und entweder mit R-10 oder weiter mit 10 yM Fenretinid
inkubiert. Die Zellzahl wurde Uber 6 Tage taglich mittels Coulter Counter bestimmt. Die
Ergebnisse sind als Mittelwerte mit Standardabweichung im Vergleich zur Kontrolle (EtOH 1%)
dargestellt.
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Als Mall der Wachstumsgeschwindigkeit wurde die Zell-Verdopplungszeit in der
logarithmischen Wachstumsphase der Zellen zwischen Tag 2 und Tag 4 berechnet.
Nach Inkubation {iber 6 Tage mit 10 uM Fenretinid und anschlieBendem Wachstum in
R-10 reduziert sich die Zell-Verdopplungszeit auf 19h und gleicht sich damit der
Verdopplungszeit der Kontrolle (EtOH 1%) mit 18h an (Abbildung 6). Die Zell-
Verdopplungszeit bleibt mit 24 h im Vergleich zur Kontrolle verlangsamt, wenn die

Zellen weiterhin unter 10 uM Fenretinid wachsen.

NT————————————— -

Zell-Verdopplungszeit (h)

R-10 nach EtOH R-10 nach 10 yM 4-HPR 10 uM 4-HPR

Abb. 6: Zell-Verdopplungszeiten der Zell-Linie A549 nach Inkubation mit 10 uM Fenretinid
Uber 6 Tage. Die Zellen wurden erneut ausgesat und entweder mit R-10 oder weiterhin mit
10 uM Fenretinid inkubiert. Die Zellzahl wurde taglich mittels Coulter Counter bestimmt und
die Zell-Verdopplungszeit in der logarithmischen Wachstumsphase berechnet. Die
Ergebnisse sind als Absolutwerte im Vergleich zur Kontrolle (EtOH 1%) dargestellt.
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Abbildung 7 zeigt die Ergebnisse der Zell-Linie A549 nach Inkubation mit 10 uM
All-trans-Retinsdure liber 6 Tage. Die Zellen wurden wie oben beschrieben erneut
ausgesit und entweder mit R-10 oder weiterhin mit 10 uM All-trans-Retinsdure fiir 6

Tage inkubiert und die Zellzahl tiglich mittels Coulter Counter bestimmt.

e0OOXI0® —— — — — — — — — — — — — — — —
80010 1~ 4 ovama _
—&— R-10 nach 10 yM ATRA
400x10°8 4— | —8— R-10 nach EtOH - A ——
°
= 30010 —— — — — A
<
R
& oxip -—————— ——
O] V.
N —
100108 - — — — — — )/ S
sox1oe - +&4YT———
T T T T T T 1
20 40 60 80 100 120 140 160

Inkubationszeit ( Std.)

Abb. 7: Wachstumskinetik von A549 nach Inkubation mit 10 uM All-trans-Retinsaure Utber 6
Tage. Die Zellen wurden erneut ausgesat und entweder mit R-10 oder weiter mit 10 yM
All-trans-Retinsdure inkubiert. Die Zellzahl wurde Uber 6 Tage taglich mittels Coulter Counter
bestimmt. Die Ergebnisse sind als Mittelwerte mit Standardabweichung im Vergleich zur
Kontrolle (EtOH 1%) dargestellt.

Auch hier wurde die Wachstumsgeschwindigkeit in Form der Zell-Verdopplungszeit in
der logarithmischen Wachstumsphase zwischen Tag 2 und Tag 4 berechnet. Nach
Inkubation mit 10 pM All-trans-Retinséure liber 6 Tage und anschlieBendem Wachstum
der Zellen in R-10 gleicht sich die Zell-Verdopplungszeit mit 18 h der
Wachstumsgeschwindigkeit der Kontrolle mit einer Verdopplungszeit von 18 h wieder
an. Im Gegensatz dazu bleibt das Wachstum bei weiterer Inkubation mit 10 uM

All-trans-Retinsdure iiber 6 Tage mit 25 h gegeniliber der Kontrolle verlangsamt
(Abbildung 8).
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Abb. 8: Zell-Verdopplungszeiten der Zell-Linie A549 nach Inkubation mit 10 uM
All-trans-Retinsaure Uber 6 Tage. Die Zellen wurden erneut ausgesat und entweder mit
R-10 oder weiterhin mit 10 yM All-trans-Retinsaure inkubiert. Die Zellzahl wurde taglich
mittels Coulter Counter bestimmt und die Zell-Verdopplungszeit in der logarithmischen
Wachstumsphase berechnet. Die Ergebniss sind als Absolutwerte im Vergleich zur
Kontrolle (EtOH 1%) daraestellt.
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IT1.5 Wachstumshemmung durch Fenretinid in Abhiingigkeit verschiedener

Zellkultur-Bedingungen

111.5.1 Medientausch

Der Verbrauch an Néhrstoffen und Wachstumsfaktoren bei einer Inkubationszeit iiber 6
Tage kann die Wachstumshemmung einer Substanz wie Fenretinid beeinflussen. Daher
wurde die Zell-Linie A549 in zwei parallelen Versuchsanséitzen in einer Dichte von
1x10* Zellen/ml ausgesit und mit steigenden Konzentrationen Fenretinid iiber 6 Tage
inkubiert. Wéahrend in dem einen Versuchsansatz am 3. Tag nach Inkubationsbeginn das
Kulturmedium bestehend aus R-10 und der entsprechenden Konzentration an Fenretinid
ausgetauscht wurde, wuchsen die Zellen in dem zweiten Versuchsansatz iiber 6 Tage
ohne jegliche Erneuerung des Kulturmediums. In Abbildung 9 ist das Wachstum von
A549 unter steigenden Konzentrationen Fenretinid im Vergleich der beiden
Versuchsansétze dargestellt. Dabei ldsst sich kein signifikanter Unterschied in der
Wachstumshemmung durch Fenretinid nach 6 Tagen Inkubationszeit zwischen beiden

Versuchsansitzen feststellen.
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Abb. 9: Vergleich der Wachstumshemmung von A549 unter Fenretinid und Ethanol 1% als
Kontrolle mit und ohne Medientausch. Die Zellen wurden in einer Dichte von 1x10* Zellen/well
ausgesat und mit Fenretinid inkubiert. In einem der Versuchanséatze wurde nach 3 Tagen das
Medium plus Fenretinid komplett erneuert. Die Ergenisse sind als Wachstum in Prozent zur
Kontrolle dargestellt.
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111.5.2 Variation der Zellzahl

In einem weiteren Versuchsansatz wurde der Einfluss der eingesetzten Zellzahl auf die
Wachstumshemmung durch Fenretinid untersucht. Hierzu wurde die Zell-Linie A549 in
einer Dichte von 1x10%, 5x10° oder 1x10° Zellen/ml ausgesit und iiber 6 Tage mit 5
oder 10 uM Fenretinid inkubiert. Die Ergebnisse zeigen bei 1x10* Zellen/well ein
Wachstum unter 10 pM Fenretinid von 48% im Vergleich zur Kontrolle. Werden 5x10°
Zellen/well eingesetzt, erreicht das Wachstum 27% und 23% bei 1x10° Zellen/well im
Vergleich zur Kontrolle (EtOH). Abbildung 10 zeigt die ermittelten Ergebnisse.
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Abb. 10: Vergleich des Wachstums von A549 unter Fenretinid bei Variation der eingesetzten
Zellzahl. Die Zellen wurden in einer Dichte von 1x10°, 5x10° oder 1x10° Zellen/well ausgesit
und fir 6 Tage mit 5 oder 10 yM Fenretinid inkubiert. Die Zellzahl wurde mittels Coulter Coulter
ermittelt. Die Ergebnisse sind als Wachstum in Prozent zur Kontrolle (EtOH 1%) dargestellit.
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III.6 Wachstum wund Morphologie der Zellen unter Fenretinid
All-trans-Retinsaure in Abhingigkeit vom Zellkultur-Medium

In diesen Versuchen wurde das Wachstum und die Morphologie der Zell-Linie A549
unter Fenretinid in Zell-Kultur-Medien mit unterschiedlichem Serumgehalt untersucht.
Dafiir wurden die Zellen in einer Dichte von 1x10* Zellen/ml in Gewebekulturflaschen
(50 cm®) ausgesit und in unterschiedlichen Zell-Kultur-Medien (ST-Medium, R-1, R-5
und R-10) mit entweder 5 oder 10 uM Fenretinid bzw. All-trans-Retinséure {iber 48 h
inkubiert. Bereits in R-10 Medium zeigen die Zellen nach 48 h morphologische
Veranderungen unter 10 uM Fenretinid im Vergleich zur Kontrolle. In R-5 Medium
sind diese Verdnderungen deutlicher erkennbar und in den Abbildungen 11 a-c
dargestellt. Unter 10 uM Fenretinid verdndert sich die sonst ovale Form der Zellen in
eine lidngliche Form. Bei einigen Zellen bilden sich diinne Fortsétze aus. Auch unter
10 uM  All-trans-Retinsdure lassen sich diese morphologischen Verdnderungen in
geringerer Auspriagung im Vergleich zu Fenretinid nach 48 h nachweisen. Des Weiteren
fallen unter 10 uM Fenretinid im Zytoplasma kleine Vakuolen auf, die sowohl unter

10 uM All-trans-Retinsdure als auch in der Kontrolle nicht zu finden sind.

Abb. 11: A Zell-Linie A549 in R-5
Medium nach Inkubation mit 10 yM
Fenretinid Uber 48 h. B Zell-Linie A549 in
R-5 Medium nach Inkubation mit 10 uM
ATRA Uber 48 h. C Zell-Linie A549 in R-
5 Medium nach Inkubation mit EtOH 1%
Uber 48 h.
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Mit sinkender Serum-Konzentration der Zell-Kultur-Medien werden die
morphologischen Verdnderungen ausgeprégter. In Abbildung 12 a-e sind die Zellen in
ST-Medium nach Inkubation mit entweder 5 oder 10 uM Fenretinid bzw.
All-trans-Retinsdure abgebildet. Hierbei fallt auf, dass unter 10 uM Fenretinid alle
Zellen abgeldst und nicht mehr vital sind. Des Weiteren sind unter 5 uM Fenretinid
intrazytoplasmatisch Vakuolen sichtbar, die sowohl unter All-trans-Retinsdure als auch

in der Kontrolle (EtOH 1%) nicht zu finden sind.

Abb. 12: Wachstum der Zell-Linie A549
in ST-Medium nach Inkubation Gber 48 h
mit dem jeweiligen Retinoid. A 10 uM
Fenretinid. B 5 yM Fenretinid. C 10 yM
ATRA.D 5uM ATRA.E Kontrolle
(EtOH 1%).
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I11.7 Langzeitstimulation mit Fenretinid und All-frans-Retinséiure

Fiir die Untersuchung von Langzeiteffekten von Fenretinid und All-¢rans-Retinsdure
wurde die Zell-Linie A549 mit 5 uM Fenretinid oder All-frans-Retinsdure inkubiert.
Nach 3 Wochen Inkubationszeit wurde die Konzentration der Retinoide auf jeweils 10
uM erhoht und die Zellen fiir weitere 8 Wochen inkubiert. Das Wachstum und die
Morphologie der Zellen wurden iiber den gesamten Zeitraum dokumentiert. Nach einer
Inkubationszeit von insgesamt 11 Wochen wurden die Zellen fiir 1 Jahr in fliissigem N2
gelagert, bevor sie aufgetaut und zur Uberpriifung der Stabilitit der Langzeiteffekte
erneut mit jeweils 10 pM Fenretinid oder All-trans-Retinsdure inkubiert wurden. Einen
Uberblick iiber den Verlauf der Inkubationszeit mit den beobachteten Effekten gibt
Tabelle 4.

Linie Retinoid Inkubationszeit Passagierung Morphologie
A549 5 uM Fenretinid 1. Woche 2x Keine Anderung

2. Woche 2x Spindelformig

3. Woche 1x Spindelformig

10 uM Fenretinid 4-6. Woche Nach 6. Woche Spindelformig

6-9. Woche 1x/Woche Spindelférmig

10. Woche 2x Spindelformig

11. Woche 1x Spindelformig

Nach 10 Passagen eingefroren Aufgetaut nach 1 Jahr

10 uM Fenretinid 1. Woche Ix Spindelformig

2-3. Woche 2x/Woche Spindelformig
A549 5 uM ATRA 1. Woche 2x Keine Anderung

2. Woche 2x Spindelformig

3. Woche Ix Spindelférmig

10 uM ATRA 4. Woche 1x Spindelformig

5-6. Woche Nach 6. Woche Spindelformig

7-9. Woche 1x/Woche Spindelformig

10. Woche 2x Spindelformig

11. Woche 1x Spindelformig

Nach 13 Passagen eingefroren Aufgetaut nach 1 Jahr
10 uM ATRA 1. Woche 1x Spindelformig
2-3. Woche 2x/Woche Spindelformig

Tab. 4: Auswertung der Langzeitstimulation
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I11.8 Apoptoseinduktion durch Fenretinid und All-frans-Retinsiure

Mit dem TUNEL-Assay sollte die Apoptoseinduktion nach Stimulation mit Fenretinid
oder All-frans-Retinsdure untersucht werden. In einem ersten Versuchs-Ansatz wurde
die Zell-Linie A549 in einer Dichte von 5x10* Zellen/well mit 5 uM Fenretinid oder
All-trans-Retinsdure iiber 2 Tage inkubiert. Dieser Ansatz mit einer mittleren
Konzentration der Retinoide und einer Inkubationszeit iiber 2 Tage erfolgte mit der
Uberlegung, Nekrose-Induktion zu vermeiden. Da aber wie aus Tabelle 3 ersichtlich
eine Apoptoseinduktion nicht nachgewiesen werden konnte, wurde der Versuchsansatz
verdndert. In einem zweiten Versuchsansatz wurde die Zell-Linie A549 in einer Dichte
von 1x10* Zellen/ml in Gewebekulturflaschen (50 cm’) ausgesit und entweder mit
10 uM Fenretinid oder All-frans-Retinsdure inkubiert. Nach Inkubation {iber 5 und 6
Tage wurden Zytozentrifugen-Praparate hergestellt und der TUNEL-Assay an diesen
Praparaten durchgefiihrt. Die Auswertung des Assay erfolgte sowohl im
Lichtmikroskop als auch mit einem Phasenkontrast-Mikroskop. In jedem Préparat
wurden die Anzahl positiv gefirbter Zellen unter 3000 Zellen ausgezéhlt. Dabei
konnten positiv gefarbte Zellen mit unterschiedlicher Morphologie festgestellt werden.
Sowohl nach Inkubation mit Fenretinid als auch nach Inkubation mit
All-trans-Retinsdure und in der Kontrolle (EtOH 1%) wiesen einige Zellen ringformige
TUNEL-positiv gefarbte Strukturen im Zytoplasma auf (Abb. 13 A). Bei anderen Zellen
konnten in der Mitte der Zellen zwei parallel angeordnete ldngliche TUNEL-positive
Strukturen entdeckt werden (Abb. 13 B). Wieder andere Zellen wiesen kompakte,
rundliche TUNEL-positive Strukturen im Zytoplasma auf (Abb. 13 A, C). Nach
Inkubation iiber 6 Tage mit 10 pM Fenretinid wurden auch homogen TUNEL-positive
Zellen in den Priparaten identifiziert (Abb. 13 D).
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Abb. 13: Unterschiedliche Morphologien der TUNEL-positiven Zellen. A Ringférmige oder
kompakte, rundliche Strukturen. B Langliche, parallel angeordnete Strukturen. C Kompakte,
rundliche Strukturen. D Homogen TUNEL-positive Zellen.

Die Auswertung der TUNEL-Assay Praparate erfolgt getrennt nach den oben gezeigten

Morphologien. Die Ergebnisse sind in Tabelle 5 dargestellt. Im ersten Versuchansatz

konnte keine Apoptoseinduktion nach Inkubation mit 5 uM Fenretinid festgestellt

werden. In allen Praparaten wurden mit unterschiedlicher Anzahl die ringformigen und

rundlichen TUNEL-positiven Strukturen gezdhlt. Nach Inkubation mit 10 uM

Fenretinid kann eine Steigerung der homogen TUNEL-positiven Zellen auf 5%

gegeniiber 10 uM All-frans-Retinsdure und der Kontrolle (EtOH 1%) festgestellt

werden.
Zellen 5x10* Zellen/ml, 2d 1x10* Zellen/ml, 5d 1x10* Zellen/ml, 6d
EtOH | ATRA | HPR | EtOH | ATRA | HPR | EtOH | ATRA | HPR
@ 17 16 1 0 0 6 0 0 0
0,6% 0,5% 0,03% 0% 0% 0,2% 0% 0% 0%
@ 0 0 0 0 0 4 0 0 0
0% 0% 0% 0% 0% | 0,13% | 0% 0% 0%
@ 24 39 30 2 2 4 18 3 0
0,8% 1,3% 1,0% 0,06% | 0,06% 0,12% 0,54% | 0,09% 0%
. 0 0 0 0 0 0 0 0 181
0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% | 543%
Gesamt 3000 3000 3000 3000 3000 3000 3000 3000 3000

Tab. 5: Auswertung des TUNEL-Assay
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I11.9 IGFBP-3 Konzentration in konditionierten Medien

Um eine Verdnderung der IGFBP-3 Konzentration im Medium unter Stimulation mit
Fenretinid und All-frans-Retinsdure nachweisen zu konnen, wurden die IGFBP-3
Konzentrationen mittels eines Enzyme-linked immuno sorbent assay (ELISA)
gemessen. Dazu wurden die Zellen mit 5 oder 10uM Fenretinid bzw.
All-trans-Retinsdure tiber 6 Tage inkubiert. Der ELISA wurde dann mit dem Zell-
Kultur-Uberstand nach den Anweisungen des Herstellers durchgefiihrt. Die Ergebnisse
weisen bei A549, EPLC-32M1 und LCLC-97TM1 keine signifikante Verdnderung der
IGFBP-3 Konzentration nach Stimulation mit 5 oder 10 puM Fenretinid auf
(Abbildung 14). Unter Stimulation mit All-frans-Retinsdure ldsst sich bei den
Zell-Linien A549 und EPLC-32MI1 eine Steigerung der IGFBP-3 Konzentration zeigen.
Bei der Zell-Linie LCLC-97TMI ist keine Steigerung der IGFBP-3 Konzentration unter

All-trans-Retinsadure zu erkennen.

A 549 EPLC-32M1
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I11.10 Immunzytochemische Firbung von IGFBP-3

Der immunzytochemische Nachweis von IGFBP-3 erfolgte an Objekttragerkulturen der
Zell-Linie A549 nach Inkubation mit 10puM  Fenretinid oder 10 puM
All-trans-Retinsdure iiber 48 h. Als Kontrolle zur IGFBP-3 Férbung diente
Kaninchen-Immunglobulin G als Primér-Antikorper. Verglichen mit den Priparaten
nach Stimulation mit All-frans-Retinsdure und der Kontrolle (EtOH 1%) zeigt sich
unter 10 uM Fenretinid sowohl in der IGFBP-3 Farbung als auch in der Kontrolle eine
intensivere Hintergrund-Farbung. Davon abzugrenzen sind runde bis ovale, scharf
begrenzte Areale hochster Intensitét der Braun-Féarbung im Zellkern, besonders deutlich
nach Stimulation von A549 mit 10 uM Fenretinid (Abbildung 15 Pfeil). Die Braun-
Farbung ist die spezifische Firbung biotinylierter IGFBP-3 Antikorper mit

Diaminobenzidin (DAB) und ist als Kumulation von IGFBP-3 Protein zu interpretieren.

Abb. 15: IGFBP-3 Farbung der Zell-Linie A549 nach Inkubation mit 10 uM Fenretinid Gber
48 h. A IGFBP-3  Primar-Antikorper. B Kontroll-Farbung mit  Kaninchen-IgG  als
Primarantikorper.



FEreebnisse 48

Nach Stimulation von A549 mit 10uM All-trans-Retinséure zeigt sich, verglichen mit
10 uM Fenretinid, eine geringere Hintergrundfirbung des Zytoplasmas der Zellen.
Auch hier sind vereinzelt im Zell-Kern Areale mit spezifisch angefarbtem IGFBP-3
erkennbar (Abbildung 16).

Abb. 16: Immunzytochemische Farbung von IGFBP-3 bei A549 nach Stimulation mit 10 yM
All-trans-Retinsaure fir 48 h. A IGFBP-3 Primar-Antikdrper. Mit dem Pfeil sind ovale, scharf
begrenzte Areale mit spezifischer |IGFBP-3 Farbung im Kern der Zellen
gekennzeichnet. B Kontroll-Farbung mit Kaninchen-IgG als Primarantikdrper.
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Nach Stimulation von AS549 mit EtOH 1% zeigt sich verglichen mit dem
Kontrollpriparat im Kern eine intensivere Braun-Farbung. Es lassen sich aber keine
Areale finden, die als spezifische IGFBP-3 Anfirbung gewertet werden konnen
(Abbildung 17).

Abb. 17: Immunzytochemische Farbung von IGFBP-3 bei A549 nach Stimulation mit EtOH 1%
fur 48 h.A |IGFBP-3 Primar-Antikorper. B Kontroll-Farbung mit Kaninchen-IlgG als
Primarantikorper.
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I1I.11 mRNA-Expression von IGFBP-3

Die Anderung der mRNA-Expression von IGFBP-3 nach Stimulation mit
10 uM Fenretinid oder All-frans-Retinsdure iiber 48 h wurde in einer RT-PCR ermittelt.
Verwendet wurden die Zell-Linien EPLC-32M1, LCLC-97TM1 und A549. Als
Referenzgen diente hierbei die Glyzerinaldehydphosphat-Dehydrogenase (GAPDH).
Die Abbildung 18 zeigt die RT-PCR fiir IGFBP-3 und dem Referenzgen GAPDH.

EPLC-32M1 LCLC-97TM1 A549
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Abb. 18: RT-PCR flur IGFBP-3 und GAPDH (Referenzgen) bei den Zell-Linien EPLC-32M1,
LCLC-97TM1 und A549.
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Um eine quantitative Aussage iiber die mRNA-Expression nach Stimulation mit
Fenretinid oder All-trans-Retinsdure treffen zu konnen, wurden die Intensitdten der
Banden mit der Software GelScan Pro 3.0 gemessen. Die Abbildung 19 zeigt die
Quotienten aus der Bandenintensitdt der IGFBP-3 PCR und der Bandenintensitit der
GAPDH-PCR. Dabei ldsst sich ein Anstieg der IGFBP-3 mRNA-Expression nach
Stimulation aller Zell-Linien mit 10 uM Fenretinid feststellen. Die IGFBP-3 mRNA
Expression der Zell-Linien EPLC-32M1 und LCLC-97TM1 wird nach Stimulation mit
10 uM All-trans-Retinsdure ebenfalls gesteigert.
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Abb. 19: Quotient der Bandenintensitaten der IGFBP-3 PCR und der GAPDH-PCR.
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IV. Diskussion

Retinoide bilden wegen ihrer Bedeutung fiir die Proliferation und Differenzierung von
Geweben, Immunmodulation und Embryonalentwicklung der Lunge eine interessante
Substanzgruppe fiir die Chemopriavention und Therapie von Bronchialkarzinomen. In
bisherigen Untersuchungen erweist sich All-frans-Retinsdure, Hauptmetabolit des
Vitamin A, wegen seiner hohen Toxizitét und den pharmakologischen Eigenschaften als
wenig geeignet fiir die Therapie von Patienten (Smith et al. 1992).

Untersuchungen in vitro haben gezeigt, dass viele Bronchialkarzinomzell-Linien
resistent gegeniiber der wachstumsinhibierenden Wirkung von All-trans-Retinsdure
sind, was einen therapeutischen Nutzen bei Patienten mit einem Bronchialkarzinom in
Frage stellt (Geradts et al. 1993). Dariliber hinaus wird das Wachstum normaler
Bronchialepithel-Zellen und einiger Bronchialkarzinomzell-Linien durch niedrige
Konzentrationen von All-frans-Retinsdure stimuliert, wihrend es durch hohe
Konzentrationen im Wachstum gehemmt wird (Wan et al. 1997).

Auf der Suche nach geeigneten Retinoiden fiir die Chemopravention und Therapie von
Bronchialkarzinomen erweist sich N-(4-hydroxyphenyl)retinamide (Fenretinid, HPR)
mit seiner geringen Toxizitdt (Formelli et al. 1993a) als eine viel versprechende

Substanz.



Diskussion 53

IV.1 Einfluss von Fenretinid auf das Wachstum nicht-kleinzelliger

Bronchialkarzinomzell-Linien

1IV.1.1 Wachstum von nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinomzell-Linien unter
Fenretinid

Bei 9 der 12 getesteten nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinomzell-Linien konnte eine
signifikante Reduktion der Zellzahl nach Inkubation mit 10 uM Fenretinid iiber 6 Tage
beobachtet werden. Dabei lag das Wachstum im Vergleich zur Kontrolle zwischen 11%
(LCLC-97TM1) und 61% (U1752). Die errechneten IC50-Werte liegen im Bereich
zwischen 3,3 pM (LCLC-97TM1) und >10 puM bei Zell-Linien, bei denen die
Wachstumshemmung unter 50% liegt. Diese Konzentrationen liegen hoher als die
gemessene Plasma-Konzentration von 1 uM Fenretinid nach oraler Medikation mit 200
mg (0,51 mmol) Fenretinid/Tag iiber 5 Jahre bei Patienten mit Mamma-Karzinom
(Formelli et al. 1993a). Dennoch ist anzunehmen, dass Konzentrationen von >10 pM
Fenretinid erreicht werden konnen, da sich Fenretinid in Geweben wie Leber und
Brustdriise anreichert (Hultin et al. 1986). Im Sekret der Brustdriise wurde nach oraler
Einnahme von 200 mg Fenretinid/Tag iiber 15 Tage eine Konzentration von >10 uM
Fenretinid gemessen (Formelli et al. 1993a). Uber die Konzentration in Lungengewebe
gibt es bisher keine Daten.

Im Vergleich zu All-trans-Retinsdure hemmt Fenretinid das Wachstum bei Zell-Linien,
die gegen All-trans-Retinsdure resistent sind. Bei den Zell-Linien EPLC-32M1 und
LCLC-97TMI1 léasst sich nach Inkubation mit 10 uM All-trans-Retinséure tiber 6 Tage
keine signifikante Wachstumshemmung nachweisen. Im Gegensatz dazu erreichen die
Zell-Linien EPLC-32M1 und LCLC-97TMI1 nach Inkubation mit 10 uM Fenretinid ein
Wachstum von 43% bzw. 23% im Vergleich zur Kontrolle.

Zou et al. (Zou et al. 1998) verdffentlichten Ergebnisse iiber das Wachstum von 10
nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinomzell-Linien nach Inkubation mit 1 pM und 10 uM
Fenretinid iiber 5 Tage. Unter den getesteten Zell-Linien waren auch die in der
vorliegenden Arbeit untersuchten Zell-Linien A549, NCI-H157 und NCI-H596. In der
Arbeit von Zou et al. erreichen die Zell-Linien im Vergleich zur Kontrolle ein
Wachstum von 5,4% (A549), 6,6% (NCI-H157) und 0,3% (NCI-H596) nach Inkubation
mit 10 uM Fenretinid iiber 5 Tage. In der vorliegenden Arbeit betrdgt das Wachstum
nach Inkubation mit 10 uM Fenretinid iiber 6 Tage 47% (A549), 52% (NCI-H157) und
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100% (NCI-H596). Fiir die unterschiedlichen Ergebnisse von Zou et al. und der

vorliegenden Arbeit kann es mehrere Griinde geben.

1.

Eine Ursache kann in den unterschiedlichen Methoden liegen, die Anzahl
lebender Zellen in den Wachstumsversuchen zu bestimmen. Zou et al. verwenden
eine von Kueng et al. beschriebene Crystal-Violett Farbung. (Kueng et al. 1989).
Hierbei werden die Zellkerne lebender Zellen mit Crystal-Violett angeférbt.
AnschlieBend wird das Crystal-Violett der angefdrbten Zellkerne wieder mit
Essigsdure gelost und die Absorption gemessen. Dabei besteht ein linearer
Zusammenhang zwischen der Absorption und der Zellzahl (Gillies et al. 1986). In
der vorliegenden Arbeit wird die Zahl der Zellen nach dem Coulter-Prinzip ermittelt.
Dabei ist eine Unterscheidung zwischen vitalen Zellen, toten Zellen und anderen
korpuskuldren Bestandteilen nicht moglich. Bei der Aufbereitung der Zellen fiir die
Messung wurde zwar das Medium aus den Wells abgesaugt und damit die bereits
abgelosten apoptotischen Zellen entfernt. Dennoch kann durch Zéhlung nicht
abgeloster Zellen, die sich im Prozess der Apoptose befinden und anderer amorpher

Partikel ein falsch hohes Ergebnis mit dem Coulter Counter gemessen werden.

Eine weitere EinflussgroBe auf das Ergebnis der Wachstumsversuche sind die
verwendeten Wachstumsmedien. In der vorliegenden Arbeit wird als Medium RPMI
1640 mit Zusatz von 10% fetalem Kélberserum (FKS), im Weiteren R-10 genannt,
verwendet. Dagegen werden in der Arbeit von Zou et al. (Zou et al. 1998) die Zellen
in einer Suspension (1:1) von DMEM und Ham’s F12 Medium mit 5% fetalem
Kaélberserum kultiviert. Das Medium enthélt damit 50% weniger Kélberserum als das
in der vorliegenden Arbeit verwendete R-10. Da Retinoide im Serum an Albumin
gebunden transportiert werden (Davis et al. 1993), ist anzunehmen, dass mit
steigender Serum-Konzentration das vorhandene Fenretinid vermehrt an Albumin
gebunden vorliegt. Wenn Fenretinid an Albumin gebunden ist, kann es nicht mit
Rezeptoren interagieren ist deshalb nicht biologisch aktiv (Avis et al. 1995). Dariiber
hinaus enthdlt das fetale Kélberserum eine Reihe von Wachstumsfaktoren wie
Epidermal Growth Factor (EGF), Platelet-derived Growth Factor (PGF) und
Transforming Growth Factor a and 3 (TGF). Diese Wachstumsfaktoren steuern das
Wachstum der Zellen und konnen die Wachstumshemmung von Fenretinid oder
All-trans-Retinsdure beeinflussen (Wan et al. 1997). Gerade nicht-kleinzellige

Bronchialkarzinomzell-Linien zeichnen sich durch eine hohe Rezeptordichte fiir
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Epidermal Growth Factor (EGF) (Gazdar et al. 1986) aus. Bei hohen EGF-
Konzentrationen im  Serum  werden daher gerade nicht-kleinzellige
Bronchialkarzinomzell-Linien zum Wachstum angeregt, was dann die Ergebnisse

von Wachstumsversuchen beeinflusst.

3.  Als eine weitere Einflussgrofe auf das Ergebnis von Wachstumsversuchen mit
Fenretinid konnte 1in der vorliegenden Arbeit die Abhédngigkeit der
Wachstumshemmung durch Fenretinid von der eingesetzten Zellzahl gezeigt werden.
Bei einer Dichte von 1x10* Zellen/ml kann die Zell-Linie A549 unter 10 pM
Fenretinid nur noch zu 47% im Vergleich zur Kontrolle proliferieren. Werden 5x10°
Zellen/ml eingesetzt reduziert sich das Wachstum auf 27% und auf 23% bei 1x10°
Zellen/ml im Vergleich zur Kontrolle. Die Absolutwerte dieser Wachstumsversuche
zeigen ein proportional besseres Wachstum der Kontrollen in den Versuchen mit
5x10° und 1x10° Zellen/ml im Vergleich zu 1x10* Zellen/ml.

Die Griinde hierfiir sind (1) in der Charakteristik des Wachstums von Zellen in Zell-
Kultur zu suchen. Die Dynamik des Zell-Wachstums ist abhingig von der Kontakt-
Inhibition der Zellen untereinander. Dabei wird die weitere Zell-Teilung bei
zunehmender Dichte in der Zell-Kultur durch Zell-Zell-Interaktionen gehemmt. Je
hoher die eingesetzte Zellzahl bei Versuchsbeginn ist, desto schneller kommt es in
den Wachstumsversuchen zu einer Kontaktinhibition. Insbesondere das Wachstum
der Kontrollen wird friihzeitig verlangsamt, wéhrend die Zellen unter Fenretinid erst
spét durch Kontaktinhibition im Wachstum gehemmt werden.

(2) Die Wachstumshemmung durch Fenretinid erfolgt dosisabhingig. Aus einer
geringeren Zellzahl resultiert ein groBeres Angebot an Fenretinid flir die einzelne

Zelle und damit méglicherweise eine starkere Wachstumshemmung.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass Fenretinid das Wachstum einer Vielzahl
von nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinomzell-Linien in vitro hemmt. Dabei ist die
Wachstumshemmung von der Serum-Konzentration im Zellkultur-Medium, der

Methode der Zellzahl-Bestimmung und der eingesetzten Zellzahl abhédngig.
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1V.1.2 Reversibilitiit der Wachstumshemmung bei A549

Da die Wachstumshemmung von All-trans-Retinsdure reversibel ist, d.h. die
urspriingliche Proliferationsrate wieder erreicht wird, sobald die Substanz dem
Wachstumsmedium entzogen wird (Lovat et al. 1997), muss bei Patienten eine
Dauertherapie mit All-frans-Retinsdure erfolgen. Nebenwirkungen wie trockene Haut
und Schleimhéute, Cheilitis, Hypertriglyceriddmie, Leber-Toxizitédt,
Knochenschmerzen, Pseudotumor Cerebri (benigne intrakranielle Hypertonie) und das
bei Patienten mit einer Promyelozyten-Leukdmie (PML) vorkommende Retinsédure-
Syndrom (Fieber, Ateminsuffizienz, Pleuraerguss und Odeme) sprechen gegen eine
Dauertherapie mit All-¢frans-Retinsdure (Smith et al. 1992, Tallman et al. 1994),
(Warrell-RP et al. 1994, Lotan et al. 1996).

Die Reversibilitdt der Wachstumshemmung durch Fenretinid wurde bereits fiir maligne
lymphatische und myeloische Zell-Linien, fiir Ovarial-Karzinomzell-Linien und fiir
Mamma-Karzinom Zell-Linien beschrieben (Delia et al. 1993, Supino et al. 1996,
Favoni et al. 1998). In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass sich die
Proliferationsrate der Zellen nach Entzug von Fenretinid wieder der urspriinglichen
Proliferationsrate angleicht. Daher kann die Wachstumshemmung durch Fenretinid bei
der nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinomzell-Linie A549 als reversibel bezeichnet
werden. Bei Patienten mit einem nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinom ist deshalb eine
Dauertherapie mit Fenretinid zu empfehlen. Bekannte Nebenwirkung bei Einnahme von
Fenretinid ist vor allem eine Nachtblindheit, die sich bei 20% der Patienten entwickelt
und bei Unterbrechung der Therapie spontan zuriickbildet (Mariani et al. 1996). Neben
der Nachtblindheit treten Hautverdnderungen (19% d. F.), gastrointestinale
Beschwerden (13% d.F.) sowie Verdnderungen der Kornea (11% d. F.) auf (Camerini et
al. 2001). Erste klinische Langzeitstudien bei Patientinnen mit Mamma-Karzinom
haben gezeigt, dass die Nebenwirkungen tolerabel sind und Fenretinid mit einer Dosis
von 200 mg/d problemlos iiber einen ldngeren Zeitraum eingenommen werden kann
(Formelli et al. 1993a). Daher spricht auch bei Patienten mit Bronchialkarzinom nichts

gegen eine Dauertherapie mit Fenretinid in dieser Dosierung.
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IV.2 Mechanismus der Wachstumshemmung durch Fenretinid

Mit den weiteren Versuchen sollte der Mechanismus der Wachstumshemmung durch
Fenretinid genauer untersucht werden. Da Fenretinid das Wachstum von Zell-Linien
hemmt, die gegeniiber All-frans-Retinsdure resistent sind, stellen sich hier zwei Fragen:
1. Warum sind einige nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinomzell-Linien resistent
gegeniiber der Wachstumshemmung durch All-trans-Retinsdure?

2. Wie kann Fenretinid das Wachstum dieser Zell-Linien dennoch hemmen?

Ad 1.) Fir die Beantwortung der Frage wird zunidchst auf den Signalweg der
All-trans-Retinsdure eingegangen. Es anzunehmen, dass die Wachstumshemmung
durch All-trans-Retinsdure iiber eine Autoinduktion von RARB mit anschlieBender
Sekretion von IGFBP-3 vermittelt wird (Gucev et al. 1996, Shang et al. 1999). Die
fehlende Autoinduktion von RARB ohne anschlieBende IGFBP-3 Sekretion scheinen
daflir verantwortlich zu sein, dass einige nicht-kleinzellige Bronchialkarzinomzell-
Linien resistent gegeniiber der Wachstumshemmung durch All-frans-Retinsdure sind

(Geradts et al. 1993, Zhang et al. 1994).

Ad 2.) Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit geben Hinweise darauf, dass die
Wachstumshemmung durch Fenretinid nicht von der Sekretion des IGFBP-3 abhéngig
ist. Vielmehr folgt scheint hierbei IGFBP-3 einem intrakrinen Signalweg zu folgen. Ein
Modell zu diesem Signalweg konnte anhand der Ergebnisse erarbeitet werden und wird

im Detail vorgestellt und diskutiert.

Die Induktion von Apoptose stellt einen weiteren Aspekt im Mechanismus der
Wachstumshemmung durch Fenretinid dar. Wahrend All-frans-Retinsdure vor allem
eine Differenzierung der Zellen induziert, wird fiir die Wachstumshemmung durch
Fenretinid die Induktion von Apoptose verantwortlich gemacht. Auch bei den getesteten
nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinomzell-Linien wird Apoptose durch Fenretinid
induziert. Die Bedeutung der Apoptose fiir die Wachstumshemmung konnte aber nicht
vollstindig geklart werden. Vielmehr scheinen auch fiir die Wachstumhemmung durch

Fenretinid die Induktion von Differenzierung und Zytostase eine Rolle zu spielen.
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Der unterschiedliche Signalweg und die Induktion von Apoptose durch Fenretinid sind
mogliche Erkldrungen fiir die Wachstumshemmung All-frans-Retinsdure resistenter

Zellen durch Fenretinid.

Die Wachstumshemmung durch All-frans-Retinsdure beruht auf einer RARQ
abhéngigen Induktion von RARP mit nachfolgender Induktion und Sekretion von
IGFBP-3. Die Induktion von RAR[ spielt dabei eine zentrale Rolle in verschiedenen
Zell-Typen (Davis et al. 1993, Zhang et al. 1994, Liu et al. 1996). Auf die Bindung
eines RAR/RXR Heterodimers an das BRARE-Element in der Promotor-Region des
RAR[ Genes folgt die Induktion von RARB (de Thé et al. 1990, Hoffmann et al. 1990,
Zhang et al. 1994). Es konnte gezeigt werden, dass die RAR[P Induktion bei
Brust-Krebs Zell-Linien mittels eines RARO abhingigen Signalweges erfolgt und eine
Steigerung der IGFBP-3 Expression zur Folge hat (Shang et al. 1999). IGFBP-3
wiederum gilt als Vermittler der wachstumshemmenden Wirkung von
All-trans-Retinsdure bei Brust-Krebs Zell-Linien (Gucev et al. 1996).

Dieses Model ldsst sich wahrscheinlich auch auf Bronchialepithel-Zellen tibertragen.
Normale  humane  Bronchotracheal-Epithelzellen = (NHBE)  reagieren  auf
All-trans-Retinsdure mit einer Induktion von RARB mRNA und einer signifikanten
Wachstumshemmung (Geradts et al. 1993). Unabhéngig davon wird von einer RAR«
abhingigen Induktion der IGFBP-3 Expression bei NHBE-Zellen durch
All-trans-Retinsdure berichtet (Han et al. 1997).

Im Gegensatz zu den NHBE-Zellen zeigt sich bei vielen kleinzelligen und
nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinomzell-Linien ein Verlust der RARB Induktion und
eine fehlende Wachstumshemmung (Geradts et al. 1993, Zhang et al. 1994).

In der vorliegenden Arbeit wurde die Sekretion von IGFBP-3 nach Stimulation mit
All-trans-Retinsdure untersucht, da nicht-kleinzellige Bronchialkarzinomzell-Linien die
mRNA von IGFBP 3 exprimieren und IGFBP-3 in das Wachstumsmedium sezernieren
(Jaques et al. 1988, Reeve et al. 1992).

Es konnte gezeigt werden, dass die Wachstumshemmung der Zell-Linie A549 nach
Stimulation mit All-trans-Retinsdure von einem deutlichen Anstieg der IGFBP-3
Sekretion in das Kulturmedium begleitet wird. Da keine Induktion der IGFBP-3
mRNA-Expression nachgewiesen werden konnte ist anzunehmen, dass die IGFBP-3

Sekretion unabhidngig von der Gene-Expression erfolgt. Die beiden Zell-Linien
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EPLC-32M1 und LCLC-97TMI1, deren Wachstum durch All-frans-Retinsdure nicht
gehemmt werden konnte, zeigen dagegen nur eine minimale Steigerung der IGFBP-3
Sekretion. Da es eine Schwellendosis fiir die Wachstumshemmung durch IGFBP-3 gibt
(Gucev et al. 1996) ist anzunehmen, dass die minimale Sekretionssteigerung hier fiir die
Wachstumshemmung nicht ausreicht und somit eine mogliche Erkldrung fiir die

Resistenz der Zell-Linien gegeniiber All-trans-Retinséure darstellt.

IV.2.1 Bedeutung der RARf-Induktion fiir die Wachstumshemmung durch

Fenretinid

Einen Zusammenhang zwischen der Induktion von RARB und der Wachstumshemmung
durch Fenretinid konnte bisher nicht eindeutig nachgewiesen werden. Die Induktion
von RARP durch Fenretinid wurde erstmals in normalen Brustepithel-Zellen
beschrieben (Swisshelm et al. 1994). Des Weiteren wird eine RARB Induktion im
Zusammenhang mit der Wachstumshemmung durch Fenretinid bei Zell-Linien
gynékologischer Tumore gezeigt (Sabichi et al. 1998). Dabei zeigen Fenretinid-sensible
Zell-Linien mehr RARB-Transkripte als Fenretinid-resistente Zell-Linien. Pergolizzi et
al. zeigen eine RAR[ Induktion durch Fenretinid in der Ovarial-Karzinomzell-Linie
A2780 (Pergolizzi et al. 1999). Die Sensibilitit gegeniiber Fenretinid wird durch
Uberexpression von RARP noch verstirkt. Im Gegensatz dazu bleibt auch nach
Transfektion der RARP negativen Ovarial-Karzinomzell-Linie IGROV-1 mit RARPB
diese gegeniiber der Wachstumshemmung durch Fenretinid resistent. Hierbei zeigt sich
lediglich ein Anstieg der RARB mRNA Transkripte und der endogenen RAR3B mRNA,
aber nicht des RAR[ Proteins. Diese Beobachtung lasst vermuten, dass die Produktion
von RAR Protein fiir die Wachstumshemmung durch Fenretinid nétig ist.

Bei Bronchialkarzinomzell-Linien sind die Ergebnisse unterschiedlich. Auch bei der
Lungen-Adenokarzinomzell-Linie GLC82 wird die Wachstumshemmung durch
Fenretinid von einer RAR[ Induktion begleitet (Liu et al. 1998). Im Gegensatz dazu ist
bei 4 untersuchten nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinomzell-Linien (NCI-H157,
NCI-H1792, NCI-H1648, NCI-H1944) keine Induktion von RAR[ nach Inkubation mit
Fenretinid iiber 24 h nachweisbar (Zou et al. 1998).
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1V.2.2 Model des IGFBP-3 Signalweges

Die Rolle von IGFBP-3 fiir die Wachstumshemmung durch Fenretinid ist bisher noch
nicht untersucht worden. Deshalb wurde in der vorliegenden Arbeit die Sekretion von
IGFBP-3, die IGFBP-3 mRNA Expression sowie die immunzytochemische Fiarbung
von IGFBP-3 im Zellkern nach Stimulation mit Fenretinid durchgefiihrt. An den
Zell-Linien A549, EPLC-32M1 und LCLC-97TMI1 konnte keine Steigerung der
IGFBP-3 Sekretion in Zusammenhang mit der Wachstumshemmung durch Fenretinid
festgestellt werden. Im Gegensatz dazu zeigte sich in allen drei Zell-Linien eine
Steigerung der IGFBP-3 mRNA Expression nach Stimulation mit Fenretinid. Dariiber
hinaus konnte eine Kumulation von IGFBP-3 Protein im Zellkern der Zell-Linie A549
beobachtet werden. Diese Ergebnisse geben Hinweise darauf, dass die
Wachstumshemmung durch Fenretinid iiber einen anderen Signalweg im Vergleich zu
All-trans-Retinsdure ablduft. Ein mogliches Model dieses Signalweges gibt Abbildung

20 wieder.

4-HPR

IGFBP-3
mRNA 4

IGFBP-3 4

(3) O-Glcac l Transferase

Apoptose?
Differenzierung?
O-GlcNac-IGFBP-3

Abb. 20: Modell des Signalweges der Wachstumshemmung durch Fenretinid

Es konnte gezeigt werden, dass Fenretinid die mRNA-Expression des IGFBP-3 in den 3
getesteten Zell-Linien induziert. Mit dem Nachweis der fehlenden IGFBP-3 Protein-
Sekretion und der Kumulation von IGFBP-3 im Zell-Kern der Zell-Linie A549 ist
anzunehmen, dass der Steigerung der mRNA-Expression die IGFBP-3 Protein-Bildung
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folgt (2) und das gebildete IGFBP-3 nicht sezerniert, sondern direkt in den Zell-Kern
transloziert wird (4).

Sowohl in unserer Arbeitsgruppe als auch in anderen Arbeiten konnte IGFBP-3 bereits
im Zell-Kern verschiedener Zellen nachgewiesen werden (Jaques et al. 1997, Li et al.
1997, Wraight et al. 1998). IGFBP-3 besitzt ein Kern Lokalisations-Signal (NLS),
welches homolog zu DNS-Bindungs Doménen anderer Transkriptionsfaktoren ist
(Turner et al. 1989). Dariliber hinaus bindet das im Kern der Zellen identifizierte
IGFBP-3 weiterhin IGF-I (Jaques et al. 1997). Deshalb ist anzunehmen, dass die
Translokation des IGFBP-3 in den Zell-Kern eine Rolle in der Vermittlung der
Wachstumshemmung durch Fenretinid spielt. Offen bleibt, ob dabei die Bindung von
IGF-I oder die IGF-unabhingige Regulation der Transkription bestimmter Gene
Aufgabe des IGFBP-3 ist.

Da das im Kern lokalisierte IGFBP-3 das gleiche Molekulargewicht wie das sezernierte
IGFBP-3 im konditionierten Medium hat (Jaques et al. 1997), setzen Schedlich et al.
(Schedlich et al. 1998) eine Sekretion des IGFBP-3 der Internalisierung und dem
Transport zum Zell-Kern voraus. In der vorliegenden Arbeit konnte diese Sekretion
nicht nachgewiesen werden und es ist anzunehmen, dass IGFBP-3 in diesem Fall wie
andere Proteine, die fiir den Transport in den Zell-Kern bestimmt sind, einem
intrakrinen Signalweg in den Zell-Kern folgt (Acland et al. 1990, Sullivan et al. 1993).
Diese Vermutung wurde bereits von Rechler et al. GeduBert (Rechler et al. 1997).

Die Literatur gibt Hinweise darauf, dass der Translokation des IGFBP-3 (Schritt (4)) in
den Zell-Kern der Schritt (3) des Signalweg-Modells mit einer O-stindigen
Glykosylierung des IGFBP-3 vorgeschaltet ist. Zwei Eigenschaften von IGFBP-3
stimmen mit anderen Kern-Proteinen {iiberein, die durch die O-GIcNAc Transferase
glykosyliert werden. Diese O-GlcNac Proteine, zu denen unter anderen p53, c-myc und
viele Transkriptionsfaktoren gehoren, kommen fast ausschlieflich im Zell-Kern vor
(Hart et al. 1997). Obwohl diese Proteine eine Vielfalt von Funktionen wiederspiegeln,
haben sie zwei gemeinsame Eigenschaften: 1. sie werden phosphoryliert und 2. sie
formen reversible Komplexe mit anderen Polypeptiden, deren Bildung durch die
Phosphorylierung reguliert wird (Hart et al. 1997). Neben einer mdglichen O-stindigen
Glykosylierung (Kelley et al. 1996) erfiillt IGFBP-3 die zwei genannten Eigenschaften.
Zum einen wird es durch die Casein Kinase 2 phosphoryliert. Zum anderen formt
IGFBP-3 mit IGF-I und einer sdure-labilen Untereinheit (ALS) einen reversiblen

Komplex. Die Bindung von IGFBP-3 an die Untereinheit und damit die Bildung des
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Komplexes wird durch Phosphorylierung von IGFBP-3 behindert (Coverley et al.
2000).

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit geben Hinweise darauf, dass das Wachstum der
getesteten nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinomzell-Linien durch Fenretinid {iber
diesen  Signalweg gehemmt wird. Der Zusammenhang zwischen der
Wachstumshemmung durch Fenretinid und einem intrakrinen Signalweg von IGFPB-3
ist neu und bietet eine mogliche Erkldarung fiir die Unterschiede von Fenretinid und
All-trans-Retinsédure in der Wachstumshemmung nicht-kleinzelliger

Bronchialkarzinomzell-Linien.

1V.2.3 Apoptose

Wihrend bei All-trans-Retinsdure die Induktion von Differenzierung als Mechanismus
fiir die Wachstumshemmung gilt, wird die Induktion von Apoptose fiir die
Wachstumshemmung durch Fenretinid bei vielen Zell-Linien verantwortlich gemacht
(Mariotti et al. 1994, Lotan et al. 1995, Fanjul et al. 1996, Formelli et al. 1996, Zou et
al. 1998, Ulukaya et al. 1999). Die Induktion von Differenzierung scheint fiir die
Wirkung von Fenretinid keine Rolle zu spielen (Formelli et al. 1996).

Ob Fenretinid bei nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinomzell-Linien Apoptose induziert
und ob Apoptose der Grund fiir die Wachstumshemmung durch Fenretinid ist, wurde in
der vorliegenden Arbeit mit Hilfe des TUNEL-Assay untersucht. Durch die
gleichzeitige Bewertung der zelluliren Morphologie und der Lokalisation der
Anfarbung degradierter DNS bietet der TUNEL-Assay eine sehr gute Moglichkeit,
apoptotische Zellen zu identifizieren und die Apoptoserate zu quantifizieren. Dennoch
wird die Aussagekraft des TUNEL-Assay durch sowohl falsch negative als auch falsch
positive Ergebnisse limitiert. Obwohl die DNS-Fragmentierung als ein Merkmal der
Apoptose gilt, ist sie nicht obligater Bestandteil der Apoptose. Daher kann die DNS-
Fragmentierung in Zellen, die ansonsten morphologisch die Kriterien der Apoptose
erfiillen, verspitet, nur teilweise oder gar nicht auftreten (Cohen et al. 1992, Collins et
al. 1992). Auch bei nekrotischen Zellen kann DNS-Fragmentierung vorkommen und zu
falsch positiven Ergebnissen im TUNEL-Assay fiihren (Collins et al. 1992). Des

Weiteren kann nach Fixation der Zellen die Kernmembran durch mechanische Einfliisse
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oder Proteasen durchldssig werden, so dass auch nicht-apoptotische Zellen im TUNEL-
Assay angefarbt werden (Gal et al. 2000).

In der vorliegenden Arbeit wurden die TUNEL-positiven Zellen aufgrund ihrer
unterschiedlichen Morphologie der angefirbten DNS in verschiedene Gruppen
eingeteilt und getrennt ausgezihlt. Die Zellen mit den intrazelluldren ringférmigen oder
runden TUNEL-positiven Strukturen erinnern dabei stark an Zellen wihrend der Zell-
Teilung (Mitose). Auch die Zellen mit den parallel angeordneten ldnglichen TUNEL-
positiven Strukturen konnten Zellen in der Anaphase der Zell-Teilung darstellen. Es
konnte bereits gezeigt werden, dass bei Zellen, die sich im Prozess der Zell-Teilung
befinden durch verschiedene Faktoren der programmierte Zell-Tod induziert werden
kann. Die Apoptose konnte dabei in allen Stadien der Zell-Teilung induziert werden
und die Zellen wurden im TUNEL-Assay positiv angeféarbt. Im Lichtmikroskop wurden
die TUNEL-positiven Zellen in die einzelnen Stadien der Zell-Teilung eingeteilt. (Sit et
al. 1997, Swe et al. 1997, Swe et al. 2000). In der vorliegenden Arbeit wurden TUNEL-
positive Zellen gefunden, die von der Morphologie Zellen in verschiedenen Stadien der
Mitose gleichen. Dabei kann nicht unterschieden werden, ob es sich bei diesen Zellen
um einen programmierten Zelltod handelt oder ob unspezifische Proteasen nach der
Fixation zur Anfarbung im TUNEL-Assay gefiihrt haben. Daher wurden diese Zellen
nicht in die Berechnung der Apoptose-Induktion durch Fenretinid einbezogen. Als
eindeutig durch Fenretinid induzierte Apoptose wurden die TUNEL-positiven Zellen,
die nach den Angaben des Herstellers (ENZO Diagnostics) die typische Braunfarbung
TUNEL-positiver Zellen im Lichtmikroskop zeigen und die Morphologie von
Interphase-Zellen haben (Yin et al. 1997). Die Apoptoserate nach Inkubation mit 10 pm
Fenretinid steigt auf 5% im Vergleich zu <1% in der Kontrolle an. Die Apoptoserate
von 5% erscheint sehr niedrig, um die Wachstumshemmung der Zell-Linie A549 durch
Fenretinid auf ein Wachstum von 48% im Vergleich zur Kontrolle zu erkldren. Dabei ist
zu bedenken, dass durch Abldsen apoptotischer Zellen von den Zytozentrifugen-
Priparaten ein falsch niedriges Ergebnis zustande kommen kann.

Neben der kritischen Bewertung der TUNEL-Assay Ergebnisse muss in Betracht
gezogen werden, dass die Wachstumshemmung durch Fenretinid nur zum Teil durch
eine Induktion von Apoptose erfolgt. Neben der Induktion von Apoptose wird auch eine
differenzierende Wirkung von Fenretinid in der Literatur nicht ausgeschlossen. In der
F9 Embryonal-Karzinom Zell-Linien konnte eine Induktion von Differenzierung durch

Fenretinid nachgewiesen werden. Nach Inkubation der Wild-Typ Zell-Linie F9 mit
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I uM Fenretinid verdnderten sich die Zellen zu einem primitiven endodermalen
Phéinotyp, der normalerweise nach Behandlung der Zellen mit All-frans-Retinsdure
gesehen wird und durch eine gesteigerte Produktion von Laminin B1 und Kollagen Typ
IV charakterisiert ist (Clifford et al. 1999). Daneben konnte nach Inkubation mit 10 uM
Fenretinid auch die Induktion von Apoptose bei diesen Zellen gezeigt werden. Die
Induktion von Differenzierung war dabei abhdngig vom Rezeptor-Status der Zell-
Linien. Clifford et al. postulieren daher das Modell der Retinoid-Rezeptor abhéngigen
Induktion von Differenzierung durch niedrige Konzentrationen von Fenretinid sowie
der Retinoid-Rezeptor unabhédngigen Induktion von Apoptose bei hdheren
Konzentrationen (Clifford et al. 1999). Neben der Induktion von Apoptose und einer
moglichen Induktion von Differenzierung durch Fenretinid kommt auch eine
zytostatische Wirkung von Fenretinid fir die Wachstumshemmung in Betracht.
Fenretinid bewirkt in verschiedenen Zell-Linien einen Arrest der Zellen in der G1-
Phase und am Ubergang der G2-Phase zur Mitose (Igawa et al. 1994, Dipietrantonio et
al. 1996, Zou et al. 1998). Die Versuche der vorliegenden Arbeit zur Reversibilitit der
Wachstumshemmung durch Fenretinid zeigen deutlich, dass Fenretinid auch
zytostatisch auf Zellen wirkt, deren Proliferationsrate dann nach Entzug von Fenretinid
wieder ansteigt.

Zwar konnen die Ergebnisse des TUNEL-Assay die Rolle der Apoptose-Induktion
durch Fenretinid fir die Wachstumshemmung nicht vollstindig erkldren, dennoch
scheint die Apoptose eine Rolle dafiir zu spielen. Dariiber hinaus bieten die TUNEL-
positiven Zellen mit der Morphologie mitotischer Zellen interessante Ansétze, die

Apoptose-Induktion durch Fenretinid genauer zu untersuchen.
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IV.3 Bedeutung der Ergebnisse fiir die klinische Anwendung von Fenretinid

Einige Ergebnisse der vorliegenden Arbeit erlangen Bedeutung fiir die klinische
Anwendung von Fenretinid an Patienten mit einem nicht-kleinzelligen

Bronchialkarzinom. Insbesondere sind dies folgende Ergebnisse der Arbeit:

(1) Fenretinid hemmt dosisabhéngig das Wachstum von 9 der 12 getesteten
nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinomzell-Linien

(2) Fenretinid hemmt das Wachstum All-¢rans-Retinsdure resistenter Zell-Linien

(3) Die IC50-Werte liegen zwischen 3,3 uM und >10,0 uM

(4) Die Wachstumshemmung ist abhéngig von der Serum-Konzentration

(5) Die Wachstumshemmung ist reversibel

(6) Die Zell-Linie A549 entwickelt unter Langzeitstimulation eine Resistenz

gegeniiber der Wachstumshemmung durch Fenretinid

Fenretinid erweist sich als ein potenter Wachstumsinhibitor in 9/12 der getesteten Zell-
Linien. Dariliber hinaus hemmt Fenretinid das Wachstum All-frans-Retinsdure
resistenter Zell-Linien. Diese in vitro FErgebnisse miissen kritisch auf ihre
Ubertragbarkeit in vivo betrachtet werden. Es konnte bisher nicht nachgewiesen werden,
ob Konzentrationen von Fenretinid in der Hohe der errechneten IC50-Werte (3,3 uM -
>10 uM) in Lungengewebe erreicht werden konnen. Bisher konnte eine
Gewebekonzentration von 10 uM Fenretinid nur in Brustdriisen-Gewebe nachgewiesen
werden (Moon et al. 1979).

Die hohe Konzentration an Albumin und Wachstumsfaktoren im menschlichen Serum
beeinflusst die Wirksamkeit von Fenretinid mehr als im getesteten in vitro System.
Daher ist anzunehmen, dass in vivo hohere Plasma-Konzentrationen von Fenretinid
notig sind, um das Wachstum der Bronchialkarzinom-Zellen zu hemmen. Die
Reversibilitdt der Wachstumshemmung erfordert dariiber hinaus die Dauertherapie mit
Fenretinid. Die Nebenwirkungen einer Langzeittherapie mit Fenretinid wurden bisher
nur fiir eine Dosis von 200 mg/d iiber einen Zeitraum von 5 Jahren untersucht (Formelli
et al. 1993a). Durch

Ausbildung von Resistenzen der Tumor-Zellen gegeniiber Fenretinid ist bei Patienten

mit Therapieversagern und raschen Rezidiv-Tumoren zu rechnen.
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Die Ubertragung der in vitro Ergebnisse in vivo erscheint schwierig. Erste in vivo
Studien konnten die Ergebnisse der vielen in vitro Studien bisher nicht bestétigen. Die
Tumor-Entstehung in der Lunge von weiblichen A/] Madusen, in denen die
Karzinogenese chemisch mit Tabak-Nitrosaminen induziert worden war, konnte durch
Fenretinid nicht verhindert werden (Conaway et al. 1998). Auch in den ersten
klinischen Studien bei Rauchern konnte Fenretinid Metaplasien, Dysplasien oder
genetischen und phintotypischen Verdnderungen der Lunge nicht zuriickbilden (Kurie
et al. 1999).

In einer Vielzahl klinischer Studien verschiedener Phasen wird derzeit die Wirksamkeit
von Fenretinid in der Therapie epithelialer Tumore untersucht. Darunter ist auch eine
Phase-II Studie an Patienten mit kleinzelligem Bronchialkarzinom (Study ID Numbers
199/15645; CCUM-9940; NCI-T99-0112, NLM Identifier NCT00009971). In dieser
Studie sollen die Raten kompletter und partieller Remissionen, die Dauer der Remission
unter Fenretinid-Therapie und das Uberleben der Patienten untersucht werden. Dabei
erhalten die Patienten in Zyklen von 21 Tage Dauer 1800 mg/m” Fenretinid von Tag 1-
7. Diese Dosis ist um ein Vielfaches hoher als in den Langzeitstudien (200 mg/d), mit
denen die gute Vertriaglichkeit von Fenretinid postuliert worden ist (Formelli et al.
1993a). Es bleibt abzuwarten, ob sich die gute Vertrdglichkeit von Fenretinid auch in
dieser hohen Dosierung bestitigt. Auch die intermittierende Gabe von Fenretinid in
dieser Studie erscheint in Kenntnis der Reversibilitit der Wachstumshemmung wenig
sinnvoll.

Inzwischen konnten bereits Retinamide wie das N-(2-carboxypheny)retinamid (2CPR)
gefunden werden, die bei der Wachstumshemmung und Induktion von Apoptose bei
Bronchialkarzinomzell-Linien in vitro effektiver sind als Fenretinid (Sun et al. 2001).
Die Ubertragbarkeit der Ergebnisse in vivo mit der Etablierung einer neuen Therapie fiir
Patienten mit einem nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinom wird aber weiterhin die

schwierigste Aufgabe bleiben.
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VII. Zusammenfassung

Die Prognose von Patienten mit einem Bronchialkarzinom ist abhéngig vom Stadium
sehr schlecht und insgesamt liegt die 5-Jahres-Uberlebensrate aller Bronchialkarzinome
bei 5-10%. Bei Diagnosestellung weisen 80% der Patienten ein lokal fortgeschrittenes
oder fernmetastasiertes Tumor-Stadium (St.III/IV) mit einer 5-Jahres-Uberlebensrate
von 5-15% auf (Laack et al. 2000).

Bei der Suche nach neuen Therapie-Formen stellen die Retinoide, zu denen das Vitamin
A und dessen natiirliche und synthetische Derivate gezdhlt werden, eine interessante
Substanz-Gruppe dar. Retinoide sind wichtig fiir eine Vielzahl physiologischer
Vorginge wie die Proliferation und Differenzierung epithelialer Gewebe, die
Immunmodulation und die Embryonalentwicklung vor allem der Lunge.
All-trans-Retinsdure, Hauptmetabolit des Vitamin A, hemmt das Wachstum von Zell-
Linien verschiedenster Tumore und wird bereits in der Chemopriavention und Therapie
maligner Tumore eingesetzt (Lotan et al. 1996). Dabei wird der Einsatz bei Patienten
von der hohen Toxizitit der All-trans-Retinsdure limitiert (Smith et al. 1992).

Viele Bronchialkarzinomzell-Linien dagegen sind resistent gegeniiber der
wachstumshemmenden Wirkung von All-frans-Retinsdure. Viel versprechend sind die
bisherigen Ergebnisse mit Fenretinid [N-(4-hydroxyphenyl)retinamid, 4-HPR], einem
synthetischen Amid der Retinsdure. Es konnte gezeigt werden, dass Fenretinid das
Wachstum All-trans-Retinsédure resistenter Zell-Linien hemmt. Im Gegensatz zu
All-trans-Retinsdure ~ weist  Fenretinid bei  Langzeit-Therapie nur geringe
Nebenwirkungen auf (Delia et al. 1993, Formelli et al. 1993a).

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, (1) den Einfluss von Fenretinid auf das Wachstum
von nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinomzell-Linien genauer zu untersuchen. Es
konnte gezeigt werden, dass Fenretinid das Wachstum von nicht-kleinzelligen
Bronchialkarzinomzell-Linien dosisabhidngig hemmt. Auch bei All-frans-Retinsdure
resistenten Zell-Linien erweist sich Fenretinid dabei als potenter Wachstumsinhibitor.
Die Wachstumshemmung durch Fenretinid ist nach Entzug der Substanz reversibel und
es konnten unter Langzeitstimulation mit Fenretinid Zellen kultiviert werden, die
gegeniiber der wachstumshemmenden Wirkung resistent sind.

Des Weiteren sollte (2) die Rolle der Apoptose und die Bedeutung von IGFBP-3 fiir die
Wachstumshemmung durch Fenretinid untersucht werden. Die Wachstumshemmung

durch All-trans-Retinsdure beruht auf der Induktion von Differenzierung und IGFBP-3



Zusammenfassung 68

gilt als Vermittler der Wachstumshemmung. Im Gegensatz dazu wird fir die
Wachstumshemmung durch Fenretinid die Induktion von Apoptose verantwortlich
gemacht. Die Rolle von IGFBP-3 fiir die Wachstumshemmung durch Fenretinid ist

bisher noch nicht untersucht worden.

Die Rolle der Apoptoseinduktion fiir die Wachstumshemmung durch Fenretinid konnte
nicht eindeutig geklart werden. Zwar konnte Apoptose-Induktion durch Fenretinid
nachgewiesen werden, aber es ist anzunehmen, dass neben Apoptose auch die Induktion
von Differenzierung und Zytostase fiir die Wachstumshemmung durch Fenretinid von
Bedeutung sind.

Erstmalig konnte ein Zusammenhang der Wachstumshemmung durch Fenretinid und
zwischen IGFBP-3 hergestellt werden. Fenretinid induziert die mRNA Expression von
IGFBP-3. Im Vergleich zu All-trans-Retinsdure wird das IGFBP-3 Protein aber nicht in
das Kultur-Medium sezerniert, sondern kumuliert im Zell-Kern. Es ist anzunehmen,
dass IGFBP-3 anders als bei All-trans-Retinsdure einem intrakrinen Signalweg folgt
und so die Wachstumshemmung durch Fenretinid vermittelt.

Zusammenfassend zeigt sich Fenretinid als ein potenter Wachstumsinhibitor nicht-
kleinzelliger Bronchialkarzinomzell-Linien. Dabei ist die Wachstumshemmung von der
Serum-Konzentration des Wachstumsmediums abhingig und es ist anzunehmen, dass
in vivo hohere Serum-Konzentrationen fiir eine effektive Wachstumshemmung der
Tumor-Zellen notig sind. Dariiber hinaus sprechen die Reversibilitit der
Wachstumshemmung und die Ausbildung von Resistenzen gegeniiber Fenretinid gegen
den erfolgreichen Einsatz von Fenretinid in der Therapie von Patienten mit nicht-
kleinzelligen Bronchialkarzinomen. Die Bedeutung des intrakrinen Signalweges von
IGFBP-3 bringt ein neues Verstindnis fiir die Wachstumshemmung durch Fenretinid
und kann einen Ansatzpunkt fiir die Entwicklung neuer Retinoide darstellen, die besser
als Fenretinid fiir die Therapie von Patienten mit einem Bronchialkarzinom geeignet

sind.



Abkiirzungen 69

V. Abkiirzungen

ALS
ATRA
DAB
DNS
ELISA
FKS
GAPDH
GH

Acid Labile Subunit

All-trans-Retinsdure

Diaminobenzidin

Desoxyribonukleinsdure

Enzyme-linked Immuno Sorbent Assay
Fetales Kélberserum
Glyceraldehyd-Phosphat-Dehydrogenase
Growth Hormone

Fenretinid, N-(4-hydroxyphenyl)retinamide
Inhibitory Concentration 50%

Insulin-like Growth Factor

Insulin-like Growth Factor Binding Protein
Molekular-Gewicht
N-methyl-N-nitrosourea
N-(4-methoxyphenyl)-all-trans-retinamide
Messenger Ribonucleic Acid

Non-Small Cell Lung Cancer
O-linked-N-Acetylglucosamine

Population Doubling Time
Retinoic-Acid-Receptor
Retinoic-Acid-Response-Element

Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction
Retinoic-X-Receptor

Small Cell Lung Cancer

Second Primary Tumour

Tumor Nodulus Metastase
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