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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Vitamin A und seine Derivate

Retinoide spielen eine entscheidende Rolle bei vielen wichtigen biologischen
Vorgangen. Seit langem ist bekannt, daB das Aldehyd des Vitamin A Bestand-
teil des Sehfarbstoffes Rhodopsin ist. Aber nicht nur flir das Sehen sind die Re-
tinoide unentbehrlich. Uber die Regulation der Genexpression regulieren sie die
Proliferation, Differenzierung und Apoptose der Zellen im Kérper des Menschen
und aller Wirbeltiere. Dadurch haben sie einen entscheidenden EinfluB auf
funktionelle Vorgange, wie Fortpflanzung, fetale Entwicklung, Epitheldifferenzie-
rung, Knochenwachstum und das Immunsystem (5). Retinoide sind fur die Ent-
wicklung und Aufrechterhaltung des menschlichen Lebens unbedingt erforder-
lich.

1.1.1 Familie der Retinoide

Zur Familie der Retinoide gehdren sowohl die natirlich vorkommenden Verbin-
dungen des Vitamin A, als auch die synthetischen Retinol-Analoga, unabhangig
von deren biologischer Aktivitat. Die Grundstruktur besteht aus einem trimethy-
lierten Cyclohexenring, einer Seitenkette mit konjugierten Doppelbindungen und
einer polaren Endgruppe. Retinoide sind hydrophob und durch Isomerisation
ihrer konjugierten Doppelbindungen instabil in Gegenwart von Oxydantien wie
Sauerstoff und Licht (18). Durch Veranderungen der polaren Endgruppe und
der Seitenkette des Vitamin A wurden die Retinoide der ersten Generation ent-
wickelt, wie zum Beispiel Tretinoin (all-trans-Retinsaure) und Isotretinoin (13-
cis-Retinsaure). Die zweite Generation der Retinoide entstand durch Modifika-
tionen der aromatischen Grundstruktur (z. B. Etretinat). Durch Einfligen zykli-
scher Strukturen in die Seitenkette (z. B. RO 13-7410) wird bei den Retinoiden
der dritten Generation versucht, Molekile zu entwickeln, die spezifisch mit den
gewilnschten Rezeptoren agonisieren bzw. antagonisieren und somit in ihrer

therapeutischen Wirkung hochpotent mit geringeren Nebenwirkungen sind (s.
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Abb. 1). Durch die beschriebenen Modifikationen des Vitamin A Molekils wur-
den bis heute Gber 2000 neue Retinoide synthetisiert.
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Abb. 1:  Chemische Struktur des Retinols und einiger wichtiger Retinsauren

Mit der Nahrung wird Retinol v.a. in Form von Provitamin A B-Carotinoiden (in
Mango/Zitrusfriichten und grinem Gemulse) aufgenommen. Retinol selbst hat
keine biologische Aktivitat, dient aber als Substrat bei der Umwandlung in die
physiologisch aktiven Formen (18).

Fir den Sehvorgang handelt es sich dabei um 11-cis-Retinal. Bei allen Vorgan-

gen, die die Genexpression regulieren, handelt es sich um Retinsaure (RA).
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1.2 Molekularer Wirkmechanismus der Retinoide auf zellula-

rer Ebene

1.2.1 Transport und Metabolismus

Bevor die Retinoide ihre Funktionen erfillen kédnnen, missen sie erst durch
verschiedene Organsysteme und Zellkompartimente transportiert werden. Der
Transport des Retinols im Blutplasma erfolgt durch Bindung an Albumine oder

an ein a4-Globulin (engl. retinol-binding protein, RBP) (5).

Innerhalb der Zelle gibt es 4 verschiedene Proteine, die spezifisch Retinoide
binden. Sie gehéren zur Familie der zytoplasmatischen lipidbindenden Proteine.
Zum einen handelt es sich dabei um die zytoplasmatischen retinolbindende
Proteine | und Il (CRBP I/ll), zum anderen um die zytoplasmatischen retinsau-
rebindende Proteine | und Il (CRABP I/11) (42).

Alle 4 Proteine bestehen aus etwa 135 Aminosauren. Von der Sequenz der
Aminosauren sind CRBP | und Il zu 56% identisch, CRABP | und Il sind sogar
zu 74% sequenzidentisch. Zwischen den beiden Paaren liegt die gleiche Abfol-
ge der Aminosauren bei 40%. Aufgrund dieser Sequenzhomologie ist es sehr
wahrscheinlich, daB die 4 Proteine von einem gemeinsamen Gen abstammen
(42). Die Bindungsproteine werden wahrend der Entwicklung und im Gewebe
unterschiedlich exprimiert. CRBP | ist weit verbreitet und v.a. in Zellen zu fin-
den, die gréBere Mengen an Vitamin A verarbeiten, wie z.B. die Kupffer-
Sternzellen der Leber oder die Pigmentepithelzellen des Auges. CRBP Il ist nur
in den Enterozyten des Dinndarms vorhanden. CRABP I ist in den meisten
Zellen des Korpers zu finden. CRABP Il befindet sich v.a. in Zellen der Haut
(41).

Das sich in den Enterozyten befindende CRBP Il ist fir die Absorption der Reti-
noide aus dem Darmlumen nétig. CRBP | interagiert mit verschiedenen Reti-
noid-modifizierenden Enzymen innerhalb der Zelle und férdert die Umwandlung
von Retinol zu Retinylaldehyd und der hormonell aktiven Form Retinsaure

(engl. retinoic acid, RA) (5).
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CRABP | und CRABP Il binden spezifisch diese RA. Die genaue Funktion der
retinsdurebindenden Proteine ist jedoch noch nicht vollstandig geklart. CRABP |

senkt den RA-Spiegel innerhalb der Zelle, indem es zum einen die RA aktiv aus

der Zelle transportiert und zum anderen mit katabolen Enzymen innerhalb der

Zelle interagiert und so den Abbau der RA fordert (6). Dagegen wird die RA
nach Bindung an CRABP Il als RA-CRABP II-Komplex in den Zellkern transpor-
tiert und bindet dort an die Retinsaurerezeptor-Dimere (s. Abb. 2). Da CRABP I
eine niedrigere Bindungsaffinitdt zu RA hat als CRABP |, ist der Transport in

den Zellkern aber erst nach Absattigung von CRABP | méglich (17).

ROHN

\\\\\\‘ CRBP \__p CRBP
Ral responsive gene

Differenzierung

beschleunigter Abbau Proliferation T Apoptose

~ | 7

\ Zellulare Antwort
CRABPI CRABP ||
-RA

mRNA |

Zellkern

Zytoplasma

Abb. 2: Schematische Darstellung des Wirkmechanismus der Retinoide

(ROH = Retinol; Ral = Retinylaldehyd)
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1.2.2 Aufbau und Wirkungsweise der kernstiandigen Rezeptoren

Die nukledaren Retinoidrezeptoren gehdren zur groBen Familie der ligandenin-
duzierbaren Transkriptionsfaktoren, zu der auch die Steroidrezeptoren, Thyroi-
drezeptoren (TR), Vitamin-Ds-Rezeptoren (VDR), Peroxisomenproliferatoren
(PPAR) und etwa 20 Orphanrezeptoren mit bisher unbekannten Liganden geho-
ren (37).

Es gibt zwei Familien von Retinoidrezeptoren: Die Retinoic-Acid-Rezeptoren
(RAR) und Retinoic-Acid-X-Rezeptoren (RXR). Jede dieser Rezeptorfamilien
laBt sich noch weiter in je 3 Subtypen (a, B und ) unterteilen. Durch unter-
schiedlichen Promotorgebrauch und alternatives Splicing entsteht zusatzlich fiir
die RA-Rezeptoren eine groBe Zahl an unterschiedlichen Rezeptor-lsotypen
(RAR a2, RAR B1.4 und RAR v1.2) (37).

Die Rezeptoren sind aus 5 verschiedenen Domanen aufgebaut (s. Abb. 3). Die
N-terminale A/B Domane enthélt eine ligandenunabhangige (AF-1) Transakti-
vierungsregion. Daran schlieBt sich C mit der DNA-Bindungsstelle und einer
Region zur Dimerbildung an. Die Bindung an die DNA erfolgt Gber zwei Zink-
Finger-Motive, die die spezifische Bindung an die entsprechenden Response
Elements (s.u.) moglich machen. Die Domane D beinhaltet ein Translokations-
signal. An der C-terminalen E Doméane erfolgt die Liganden-Bindung. AuBerdem
besitzt diese Region noch eine Dimerisierungsfunktion, ein Translokationssignal
und eine ligandenunabhangige Transaktivierungsregion (AF-2) (9).

HaN A/B C D E ~COzH

Transaktivierung DNA-Bindung Kernlokalisation Ligandenbindung
Dimerbildung Dimerbildung

Kernlokalisation

Transaktivierung

Abb. 3: Schematischer Auffbau der nukledren Retinoidrezeptoren
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Die DNA-Bindung der Kernrezeptoren erfolgt an den sogenannten retinoic acid
response elements (RARE bzw. RXRE). Diese liegen im Promotorbereich von
retinsdureregulierten Genen (37). Die nukledren Hormonrezeptoren binden als
Dimere an die spezifischen Hormon Response Elements. Sie verbinden sich
untereinander zu sogenannten Homodimeren oder gehen mit anderen Hormon-

rezeptoren eine Verbindung ein und bilden Heterodimere (43).

Zwischen RARs und RXRs bestehen hier deutliche Unterschiede. Wé&hrend
RAR nur mit RXR heterodimerisieren kann, bildet RXR auch mit TR, VDR und
PPAR Heterodimere. RXR erhdht dabei die Affinitdt und Spezifitdt der DNA-
Bindung seines Dimer-Partners und steigert damit die Transkriptionsaktivierung
durch dessen Liganden. Durch Beteiligung von RXR kénnen so verschiedenste
endokrine Vorgange aktiviert werden (43). Im Gegensatz zu RAR, die nur Hete-
rodimere bilden, kbnnen RXR auch Homodimere bilden. Die Aktivierung der
Rezeptoren erfolgt durch Bindung des Liganden. Wahrend RXR nur durch Bin-
dung von 9-cis RA aktiviert wird, kann die Aktivierung der RAR-Rezeptoren
durch Bindung von verschiedenen natlrlichen Vitamin A Derivaten erfolgen: all-
trans RA, 9-cis RA, 4-oxo RA, 3,4-dihydro RA (s. Abb. 4) (1).

I || RARE |

9-cis-RA

|| RXRE |

Zellkern

Zytoplasma

Abb. 4: Schematische Darstellung der Dimerbildung der Kernrezeptoren und
Aktivierung durch ATRA bzw. 9-cis-RA
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Die Kernrezeptoren binden unabhangig von der Ligandenbindung an die DNA
und hemmen in Abwesenheit des Liganden die Transkription des nachfolgen-
den Gens. Dies geschieht durch Bindung eines Komplexes von Corepressor-
proteinen (aus SMRT/N-CoR, Sin3A und HDAC1 oder 2). Diese Komplexbin-
dung bewirkt eine Histon-Deacetylierung. Die DNA kann so nicht abgelesen
werden (9, 39). Die Bindung des Liganden fuhrt zu einer Konformationsande-
rung des Rezeptordimers, wodurch die Corepressoren freigesetzt und im Ge-
genzug verschiedene Coaktivatoren (z.B. CBP/p300 und P/CAF) mit Histona-
cetylase-Aktivitat angelagert werden. Die lokale Histon-Acetylierung macht die
DNA der Transkription zuganglich (s. Abb. 5) (39).

Histon-

Deacetylierung
Repressoren @
7 \o
> [x
T|D

l+RA
Acetylierung

Aktivatoren @
RA 73 (T
T;T;] Aktivierung

> >

Histon-

Abb. 5: Mechanismus der Transkriptionsaktivierung

Neue Untersuchungen zeigen, daB auch CRABP Il nicht nur als Transportmittel
der RA in den Zellkern funktioniert, sondern direkt an der Transaktivierung be-
teiligt ist. Als Teil des DNA gebundenen Kernrezeptorkomplexes kann CRABP ||
so die RA vermittelte Gentranskription verstarken (13).
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1.3 Retinsaure und Tumorgenese

Viele Ergebnisse der Retinoidforschung stammen aus dem Bereich der Em-
bryogenese, bei der die Retinsdure als Regulator wirkt (38). Auch bei der
Tumorgenese spielen die Retinoide eine wichtige Rolle, da durch Mutationen im
Bereich ihrer Rezeptoren die Regulation der Genexpression eingeschrankt und
die Entstehung von Tumoren mdglich wird (25). So IaBt sich bei der akuten
Promyelozytenleukamie eine Translokation des RARa- Gens nachweisen (52).
Vor allem die Expression von RARP scheint eine Rolle bei der Tumorgenese zu
spielen. So konnte bei vielen Tumorzellinien, wie bei Plattenepithelkarzinom-
zellen des Kopf-Hals-Bereichs, der Zervix oder bei Prostata- und Lungenkrebs-
zellen eine im Vergleich zum Normalgewebe vorliegende Herabregulierung
oder ein Verlust der Induzierbarkeit des Rezeptors festgestellt werden (4, 25,
36, 55). Dies laBt vermuten, daB RARP die Funktion eines Tumorsuppressor-
Gens besitzt. Die Wiederherstellung von normalen RARB-Spiegeln in Ovarial-
karzinomzellen bewirkte ein Ansprechen der zuvor resistenten Zellen auf Retin-

saure (48).

1.4 Retinsaure als therapeutische Substanz

Aufgrund experimenteller Ergebnisse spielen die Retinoide in zweierlei Hinsicht
eine wichtige Rolle bei der Tumortherapie. Zum einen wurde festgestellt, daR
die Retinoide chemopraventiv wirken kdnnen: So konnten durch Retinoid-
Behandlung Leukoplakien (Vorstufen maligner Entartung) der Mundschleimhaut
zurtckgedrangt werden (22) und auch bei bronchogenen Metaplasien oder Zer-
vixdysplasien zeigten die Retinoide einen chemopraventiven Effekt (23, 35). Bei
Patienten mit bereits behandeltem Tumor im Kopf-Hals-Bereich konnte durch
die Retinoid-Behandlung das Auftreten eines Zweittumors im aerodigestiven
Trakt stark reduziert werden (24). Zum anderen haben Retinoide eine direkte
tumorhemmende Wirkung. Dies konnte sowohl an hamatologischen Systemer-
krankungen als auch an soliden Tumoren gezeigt werden, wie z.B. bei der
Promyelozyten-Leukamie oder bei T-Zell-Lymphomen (10, 53). Vor allem in

Kombination mit Zytokinen sind Retinoide auch bei soliden Tumoren therapeu-
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tisch wirksam. Dies konnte bei lokal fortgeschrittenem Plattenepithelkarzinom
der Zervix durch eine Behandlung mit 13-cis-RA kombiniert mit Interferon-a2a

gezeigt werden (4, 33).

Die beschriebenen antitumorésen Wirkungen sind Folge der differenzierungsin-
duzierenden, antiproliferativen und zytotoxischen Wirkung der Retinoide.

1.4.1 Regulation von Differenzierung, Proliferation und Apoptose

Retinoide modulieren das Wachstum und die Differenzierung durch Aktivierung
der Gentranskription bestimmter direkt und indirekt an der Zellzykluskontrolle
beteiligter Gene (z.B. p21, TGFB, Transglutaminasen). Sie Uben eine prolifera-
tionshemmende Wirkung aus. Bei verschiedenen Zellinien fihrte die Behand-
lung mit Retinoiden zur Differenzierung, klinisch wird dies bei der sogenannten

Differenzierungstherapie bei promyelozytischer Leukamie angewandt (53).

Die antiproliferative Wirkung der Retinoide konnte bei verschiedenen Tumor-
zellen nachgewiesen werden. Durch die Behandlung mit ATRA konnte bei
Plattenepithelkarzinomzellen des Kopf-Hals-Bereichs eine Hemmung des Tu-
morzellwachstums erreicht werden (7). Auch die Behandlung von verschiede-
nen Brustkarzinomzelllinien mit ATRA fUhrte zu Proliferationshemmung (26).

Der Mechanismus der antiproliferativen und differenzierungsinduzierenden Wir-
kung ist noch nicht vollstdndig geklart. Die Steuerung dieser Vorgange kann
zum einen Uber die Expressionsregulation verschiedener Gene, die wiederum
fir die Expression von Wachstumsfaktoren (z. B. EGF oder TGF-B) verantwort-
lich sind, erfolgen (15, 49, 56). Zum anderen kénnen Retinoide auch indirekt
EinfluB auf die Transkription bestimmter Gene nehmen, in dem sie andere
Transkriptionsfaktoren (z. B. AP-1), die flr die Proliferation oder bei Entzln-
dungsprozessen wichtig sind, binden (16, 40).

Eine weitere Wirkung der Retinoide ist ihre Fahigkeit, Apoptose (programmier-
ter Zelltod) zu induzieren. In vielen Tumorzellinien, wie Zervix- und Ovarialkar-
zinomzellen konnte diese Wirkung nachgewiesen werden (29, 32). Auch hier
konnte gezeigt werden, daB der Mechanismus Uber die Expressionssteuerung

von Apoptose-regulierenden Genen erfolgt (40).
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1.5 Retinsauren in Kombination mit Bestrahlung

Die tumorhemmende Wirkung einer Bestrahlung kann durch zusétzliche Reti-
noid-Behandlung erhéht werden. Retinoide Gben auf viele Tumorzellinien einen
radiosensitivierenden Effekt aus. Bei einer zweiwdchigen Vorbehandlung mit
13-cis-Retinsdure und Interferon-o2a bei 22 Patientinnen mit lokal fortgeschrit-
tenem Zervixkarzinom konnte gezeigt werden, daB die Tumoroxygenierung
deutlich verbessert wurde (14). Da die innerhalb eines Tumors vorkommenden
hypoxischen Areale meist schlecht auf eine Radiotherapie ansprechen, kann
durch verbesserte Oxygenierung die Effektivitat der Bestrahlung erhdht werden.
Auch bei anderen Zellinien, wie etwa bei Zellen von Plattenepithelkarzinomen
des Kopf- Hals- Bereichs, bei Brustkrebszellen oder Melanomzellen konnte eine
radiosensitivierende Wirkung der Retinoide festgestellt werden (4, 12, 45, 46).

1.6 Zielsetzung und Aufgabenstellung

Ziel der Arbeit war es, die retinoidvermittelten Mechanismen der Zyto- und Ra-
diotoxizitat weiter aufzuklaren. Hierzu sollte die in der Literatur als retinsdurere-
sistent beschriebene Kolonkarzinomzellinie HCT 116 auf zellbiologischer und
molekularbiologischer Ebene untersucht werden um eventuelle Unterschiede zu
retinoidsensitiven Zellen aufzudecken. In diesem Zusammenhang ist insbeson-
dere die basale und die durch Retinsdure induzierte Expression der Bindungs-
proteine CRABP | und I, sowie der nuklearen Retinoidrezeptoren RAR «, B, v
und RXR a und B von Bedeutung. Zur Erhebung dieser Parameter sollte die
Reverse Transkriptase Polymerasekettenreaktion (RT-PCR), der Enzyme Lin-
ked Immuno Sorbent Assay (ELISA) und die Western Blot Methodik zur An-
wendung kommen. Mittels Koloniebildungstests sollte auBerdem ein méglicher

radiosensitivierender Effekt der Retinoide untersucht werden.

10
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2 Material

2.1 Chemikalien

Acrylamid

Agarose

Albumin Fraktion 5 (BSA)
Bisacrylamid

Borsaure
Bromphenolblau
Coomassie Blue G250

4,6-Diamino-2-phenylindol-dihydrochlorid (DAPI)

Diethylpyrocarbonatin (DEPC)
Dimethylsulfid (DMSO)
Essigsaure (Eisessig) 100%
Ethanol

Ethylendiamintetraessigsaure-Natriumsalz (EDTA)

Formaldehyd, 37%

Giemsa (Azur-Eosin-Methylenblau)
Glycerin

HEPES

Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
B-Mercaptoethanol

Methanol
3-(N-Morpholino)-propansulfonsaure (MOPS)
Natriumacetat

Natriumbicarbonat

Natriumchlorid

SDS

Sucrose

Triton-X-100

Trizma Base

Tween 20

11

Serva
Sigma
Roth
Serva
Sigma
Pharmacia
Serva
Serva
Sigma
Sigma
Merck
Merck
Sigma
Merck
Merck
Sigma

Life Technologies
Merck
Roth
Sigma
Merck
Sigma
Merck
Biochrom KG
Merck
Roth
Sigma
Serva
Sigma
Roth
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2.2 Retinoide

Tretinoin:  all-trans-Retinsaure, ATRA; C2oH2s02 (Sigma)

Isotretinoin: 13-cis-Retinsdure, 13cRA; CoH2s02 (Sigma)

Die verwendeten Retinoide wurden als Trockensubstanz bei —70°C aufbewahrt.

Direkt vor Gebrauch wurden Stammldsungen (102 M) in DMSO hergestellt und

mit dem Zellkulturmedium auf die gewlinschten Konzentrationen verdinnt.

2.3 Zellinien

SiHa (HTB-35;+): Plattenepithelkarzinom-Zellinie der Zervix, entstammt
einer 55jahrigen japanischen Patientin, etabliert 1970
(19).

SCC 9 (CRL-1629;+): keratinisierende Plattenepithelkarzinomzellinie der
Zunge, 1981 von einem 25jahrigen Patienten eta-
bliert (44).

HCT 116 (CCL-247;-): Adenokarzinomzellinie des Dickdarms, isoliert aus
dem Dickdarm eines mannlichen Patienten, enthalt
eine Mutation im Kodon 13 des ras-Protoonkogens

(8).
2.4 Zellbiologische Materialien

2.4.1 Losungen, Puffer und Medien
Je nach Zellart wurden unterschiedliche Kulturmedien verwendet:

,Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium“ (DMEM) wurde fir die Kultivierung der
Zellinie HCT 116 verwendet, ,Eagle’s Minimum Essential Medium* (MEM) fir
die Kultivierung der Zellinien HTB 35 und SCC 9.

e DMEM-Kulturmedium

12,04g DMEM Trockenmedium (Life Technologies) wurden mit 3,33g NaHCO3
in 900 ml destilliertem HO gelést. Nach Zugabe von 10ml  Penicillin-
Streptomycinldsung (10.000ug/ml) wurde der pH mit 1 N HCI auf 7,2 eingestellt.
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e MEM-Kulturmedium

9,689 MEM Trockenmedium (Biochrom KG) wurden mit 2,2g NaHCO3 in 900 ml
destilliertem H>O gel6st. Nach Zugabe von 10ml Penicillin-Streptomycinldsung
(10.000ug/ml) wurde der pH mit 1N HCI auf 7,2 eingestellt.

Den Medien wurde nach der Sterilfiltration noch 10% fotales Kalberserum zu-

gegeben.

e Fotales Kalberserum (FKS)
Fotales Kalberserum (Life Technologies, 10270-106, Charge 40 G 7285 K)
wurde portioniert und bis zur Verwendung bei —20° C aufbewahrt.

e Trypsin-Losung
FiOr die Passagierung wurde portionierte und bei —20°C gelagerte Trypsin-
Lésung (Serva, 37290) verwendet.

e Phosphat-buffered Saline (PBS)

PBS (ohne Ca*und Mg?*): in 11 destilliertem H-O werden 8,0g NaCl, 0,2g KCl,
1,449 NaxPO4 x 2 H20, 0,29 KH2PO4 geldst und auf einen pH-Wert von 7,4 ein-
gestellt.

¢ Einfriermedium
DMEM oder MEM (s.0.) + 20% FKS + 5% DMSO

e Auftaumedium
DMEM oder MEM (s.0.) + 20% FKS

Alle Lésungen, die nicht schon vom Hersteller steril geliefert wurden, wurden

autoklaviert oder mittels Sterilfilter (Sartorius) filtriert.

e 0,05% Coomassie-Blau-L6sung zur Zytoplasmaanfarbung
0,5g Coomassie in 200ml Methanol + 75ml Eisessig + 75ml H20.

e Giemsa-Losung zur Zellkernanfarbung
4ml Giemsa-Lésung (Azur-Eosin-Methylenblau) in 100ml Sérensenpuffer A/B
auf pH 7,2 eingestellt.

Sérensenpuffer A/B: 38,8ml Sérensen-Puffer A (9,1g KHxPO4 in 11 H20O) +
61,2ml Sérensen-Puffer B (11,99 NazHPO4 in 11 H2O)
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2.4.2 KulturgefaBe

Alle ZellkulturgefaBe wurden von der Firma Falcon Becton & Dickinson, die
Bluecaps (15ml und 50ml) von der Firma Greiner Labortechnik und die Einfrier-

réhrchen von der Firma Nalge Nunc International bezogen.
2.5 Molekularbiologie

2.5.1 Loésungen, Puffer

e DEPC-H.O

200pul DEPC in 1000ml H20 bidest, bei RT Uber Nacht inkubieren, anschlieBend
autoklavieren.

e 0,5MEDTA

14,629 EDTA ad 100ml DEPC-H20, pH mit NaOH auf 8

e 1MHCL
8,6ml konz. HCI ad 91,4ml H-O bidest

e 50 x TAE-Puffer
2429 Tris-Base + 57,1ml Eisessig + 100ml 0,5M EDTA mit H2O bidest auf

1000ml aufflillen, pH 8,0 einstellen und autoklavieren.

e 10 x MOPS-Puffer
41,86g MOPS in 800mI DEPC-H.0 lésen,

e DNA-Probenpuffer
Blue Run (Best.Nr. DANN-BR-S, Firma AGS)

e Molekulargewichtsmarker

Boe VI (Boehringer)

2.5.2 Synthetische Oligonukleotide

e CRABP I-Primer (Biometra)
1) forward (5 -3" ): CGG CAC CTG GAA GAT GCG CA
2) reverse (5" -3"): CCA CGT CAT CGG CGC CAAAC
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CRABRP II-Primer (Biometra)

1) forward (5" -3" ): CGC CAC CAT GCC CAACTT C
2) reverse (5" -3 ): TCT CCC ATT TCACCAGGC TC
CRABRP lI-Vollange-Primer (Biometra)

1) forward (5" -3"): TAC GGG GAC CGC CTC CCG

2) reverse (5" -3 ): GGT TCT GAATTC GGC ATG TCA CTC TCG GAC
GTA GAC CCT

RARo-Primer (Biometra)

1) forward (5" -3" ): GCC CAA GCC CGA GTG CTC

2) reverse (5" -3 ): CGC TCA GAG TGT CCA GGC
RARB-Primer (Biometra)

1) forward (5 -3 ): GAC TTC GAA GCC AAG AAT GCAC
2) reverse (5" -3 ): CACTTG AAC TTG GGG TCA AGG
RARB-Vollange-Primer ( Life Technologies)

1) forward (5 -3"): GGG AAT TCATGT TTG ACT GTATGG ATGTTC
2) reverse (5 -3" ): AAG AAT TCT TAT TGC ACG AGT GGT GAC TGA
RARY -Primer (Biometra)

1) forward (5" -3" ): TCA CCA AGG TCA GCA AAG CC

2) reverse (5" -3 ): GTC AGG CTG GGG ACTTCA G
RXRo-Primer (Biometra)

1) forward (5" -3 ): TAC GTG GAG GCA AAC ATG GG

2) reverse (5" -3"): GTC AAA GAT GGC GCC CACC
RXRB-Primer (Biometra)

1) forward (5" -3 ): GGC AGG AGC CCA AAT GAC C

2) reverse (5" -3 ): CTC ATG TCACGC ATTTTG GAC
EF1o-Primer (Biometra)

1) forward (5 -3"): CCA TGA AGC TTT GAG TGA AGC
2) reverse (5" -3 ): TTC TGG GCAGAC TTG GTG AC
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2.5.3 Apparaturen

e Thermocycler

PCR System 2400 (Perkin Elmer)

e RNA-Gelkammer

MW G-Biotech

e DNA-Gelkammer

LKB GNA 100 (Pharmacia)

e Electrophoresis Power Supply
EPS 3500 (Pharmacia)

2.6 Western Blot

2.6.1 Lysepuffer zur Proteinisolierung

e SAPU-Puffer
2,0ml Glycerol
2,0ml 10 % SDS
0,25ml Bromphenol Blau
2,5ml 4x Sammelgelpuffer

0,5ml B-Mercaptoethanol

Mit H-O auf ein Endvolumen von 10ml auffallen.

e Lysepuffer zur Einfrier/Auftau-Methode
1ml HEPES (1M, pH 8,0)
10ml Sucrose (0,5M)
100ul EDTA (200mM)
200ul MgSO4 (0,5M)
2ml NaF (0,5M)

Direkt davor werden 50ul DTT (1 mM) und 100ul Pefabloc zugegeben.

Mit H-O auf 20ml Endvolumen auffullen.
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2.6.2 SDS-Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese

e 4x Trenngelpuffer
36,349 Tris-base
8ml 10% SDS
Mit H>O bidest auf 200ml auffillen, pH auf 8,8 einstellen.

e 4x Sammelgelpuffer
12,129 Tris-base
8ml 10% SDS
Mit H>O bidest auf 200ml auffillen, pH auf 6,8 einstellen.

e 10x SDS-PAGE-Laufpuffer
30g Tris-base
1449 Glycerin
100ml 10%SDS
Mit H>O bidest auf 1000ml Endvolumen auffillen, pH auf 8,3 einstellen.

e 30% Acrylamid-Lésung (37,5:1)
30g Acrylamid
0,89 Bisacrylamid
Mit H2O auf 100ml aufflllen, bei 4°C aufbewahren.

e 4x SDS-Probenpuffer

2,5ml Glycerin
2,0ml 10% SDS
0,25mg BromphenolBlau
2,5ml 4x Sammelgelpuffer
Mit H2O auf 10ml auffillen und 0,5ml B-Mercaptoethanol zugeben.

e Molekulargewichtsmarker

10kD Protein Ladder (Life Technologies)

e Prestain

prestained Pyruvate Kinase (66,0kDa) (Sigma)
e Apparatur

Electrophoreses Unit (Hoefer Scientific Instruments)
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2.6.3 Blotting

e Nitrocellulosemembran

Optitran BA-S 83 (Schleicher u. Schuell)

e Filterkartons

GB 002 Gel-Plotting-Papier (Schleicher u. Schuell)

e Anodenpuffer

3,1g Borsaure + 4ml SDS (10%), mit NaOH auf pH9 einstellen, 200ml Methanol
zugeben, ad 1000ml H2O bidest

e Kathodenpuffer

3,1g Borsaure + 4ml SDS (10%), mit NaOH auf pH9 einstellen, 50ml Methanol
zugeben, ad 1000ml H2O bidest

e Ponceau-S-Farbung

20ml Ponceau-S Konzentrat (Sigma) + 180ml H2O bidest

e Apparatur

SemiPhor (Hoefer Scientific Instruments)

2.6.4 Blocking

e Blocking-Lésung

1g Milchpulver + 0,02ml Tween in 20ml PBS
e Waschlésung

PBS™ + 0,05% Tween 20

e ECLChemilumineszenz

ECL Plus™ Western Blotting reagent pack (Amersham)

2.6.5 Antikorper

Die Antikdrper wurden portioniert bei —20°C aufbewahrt und vor Gebrauch in
Blocking-Lésung entsprechend verdinnt.

e Erst-Antikérper
Maus-anti-CRABP | (Dianova); Verdiinnung 1:800

Kaninchen-anti-Aktin (Sigma, A2066); Verdinnung 1:500

Kaninchen-anti-RARP (Biomol); Verdiinnung 1:750
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o Zweit-Antikorper (HRP konjugiert)
Anti-Maus-Antikérper (Amersham); Verdiinnung 1:2500

Anti-Kaninchen-Antikérper (Amersham); Verdinnung bei Aktin 1:10000

Verdinnung bei RARB  1:5000

2.7 Enzyme, Kits und andere Materialien

RNeasy Mini Kit (Qiagen)

1% Strand cDNA Synthese Kit for RT-PCR (Roche Diagnostics GmbH)
PCR Core Kit (Roche Diagnostics GmbH) (Roche Diagnostics GmbH)
PCR ELISA (Dig Labeling) (Roche Diagnostics GmbH)

PCR ELISA (Dig Detection) (Roche Diagnostics GmbH)

Bio Rad D¢Protein Assay (Bio Rad Laboratories)
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3 Methoden

3.1 Zellbiologische Methoden

3.1.1 Steriltechnik

Das Arbeiten mit Zellkulturen erfordert, daB alle KulturgefaBe, Nahrlésungen

und Arbeitsgerate steril sind. Alle bendtigten Materialien, die nicht bereits vom

Hersteller sterilverpackt geliefert wurden, muBten im Autoklaven bei 1,0 bar

Uberdruck und 121°C fiir ca. 20 min oder im HeiBluftsterilisator bei 180°C (iber
Nacht behandelt werden. Alle Lésungen und Zellkulturmedien wurden sterilfil-

triert oder autoklaviert und bei 4°C in sterilen Flaschen aufbewahrt. Die Arbeit
mit Zellkulturen wurde an einer Sterilbank durchgefihrt.

3.1.2 Aligemeine Zellkulturbedingungen

Zur Kultivierung befanden sich die Zellen in Inkubatoren (Heraeus 6000) in
wasserdampfgesattigter Atmosphére bei 37°C unter Begasung mit 7% CQG und
pH 7,2 — 7,4. Vor Gebrauch wurden alle benétigten Medien und Lésungen mit
Hilfe eines Wasserbades auf 37°C erwarmt um optimale Kulturbedingungen zu

erreichen.

3.1.3 Auftauen von Zellen

Zum Auftauen wurden die Zellen aus dem Stickstoff genommen, im Wasserbad
bei 37°C angetaut und in kleine Kulturflaschen (25cnf) in 4ml Auftaumedium
ausgesat. Nach 4h, bzw. bei der Zellinie HCT116 nach 10h wurde die Anwachs-
rate bestimmt und auf Kulturmedium gewechselt. Die Zellen konnten nach 3 — 5
Tagen in groBe Kulturflaschen (75cm?) umgesetzt werden.

3.1.4 Stammkulturen und Passagierung

Fir die Stammkulturen wurden 0,7 x 10° Zellen in groBe Kulturflaschen in 10ml
Kulturmedium ausgesat. Alle 3 — 5 Tage wurden die Zellen passagiert und das
Medium bei Bedarf gewechselt. Fir die Passagierung wurde das Medium ab-
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gesaugt und zum Waschen 10ml PBS™ zugegeben. Zum Lésen der Zellen vom
Flaschenboden wurde mit 2ml Trypsin bei 37°C flr 2min inkubiert. Nachdem
sich die Zellen vom Flaschenboden abgeldst hatten, wurde 8ml Kulturmedium
zugegeben. Die Zellen wurden mit Hilfe einer 5ml Glaspipette durch mehrmali-
ges Auf- und Abpipettieren vereinzelt. AnschlieBend konnte die Zellzahl mit
Hilfe einer Fuchs-Rosenthal-Kammer unter dem Mikroskop bestimmt werden.
Aus der Zellsuspension konnten dann wieder Zellen fiir die Stammkultur oder
fir Versuche ausgesat werden. Bei der Routinepassagierung wurde mit Hilfe
der Ausgangs- und der Endzellzahl die Zellzuwachsrate in Populationsverdop-
pelungen (PD) nach folgender Formel berechnet:

PD =InN —InNp / In2 (N = Endzellzahl; No = Ausgangszellzahl).

Durch Addieren der Populationsverdoppelungen ergeben sich die kumulativen
Populationsverdoppelungen (CPD).

3.1.5 Kryokonservierung

Zur Kryokonservierung wurden die trypsinierten Zellen far 2min bei 1400rpm
zentrifugiert. Das Pellet wurde in einer entsprechenden Menge kaltem Einfrier-
medium (1 x 10° Zellen / ml) suspendiert. Die Zellen wurden in geklhlte Kryo-
réhrchen geflllt, schrittweise mit Hilfe eines Einfrierstutzens auf —196°C ge-
bracht und in flissigem Stickstoff konserviert.

3.1.6 DAPI-Routinefarbung

Zum AusschluBB einer Mykoplasmenkontamination der Zellen wurde vor der
Kryokonservierung eine DAPI-Routineféaroung durchgefthrt. Pro Loch einer 6-
well-Platte wurden 2 x 10* Zellen in 2ml Kulturmedium auf sterile Deckglaschen
ausgesat. Die Zellen wurden 2 — 3 Tage kultiviert. Dann wurde das Medium ab-
gesaugt, die Zellen mit je 2ml PBS™ gewaschen und mit 2ml Methanol kurz fi-
xiert. Von der DAPI-Stammldsung (5ug DAPI /ml Methanol) wurde 1ul in 10ml
Methanol verdinnt. Mit diesem DAPI-Methanol-Gemisch wurden die Zellen 15 —
30min bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurde einmal mit Methanol und mehr-

mals mit PBS™ gewaschen. Die Deckglaschen konnten nun auf einen Objekttra-
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ger Uberfihrt und in einem Tropfen Mowiol eingebettet werden. Bei 465nm UV-

Anregung wurden die Zellen nun unter dem Fluoreszenzmikroskop betrachtet.

DAPI komplexiert mit doppelstrangiger DNA. Die Zellkerne fluoreszieren daher
blau. Bei einem Befall mit Mykoplasmen werden diese als kleine blaufluoreszie-
rende Punkte auf der Zelloberflache sichtbar. Befallene Zellen kdnnen weder far
die Zellkultur noch fir Versuche verwendet werden.

3.1.7 Koloniebildungstest

Mit Hilfe dieses Tests ist es mdglich, das Klonierungsverhalten von Zellen unter
verschiedenen Behandlungsbedingungen zu untersuchen. In 6-well-Platten
wurden je Loch 500 Zellen in 2ml Kulturmedium ausgesét. Je nach Zellinie
wurde nach 10- bzw. 12-tagiger Inkubationszeit der Koloniebildungstest abge-
stoppt, fixiert, gefarbt und ausgewertet:

Zur Fixierung wurden die Zellen erst 2x mit PBS™ gewaschen, fiar 10min mit
3,7% Formaldehyd und anschlieBend fir 30min mit 70% Ethanol behandelt.
Durch Spullen mit destilliertem Wasser wurde der Alkohol entfernt.

Um das Zytoplasma anzufarben, wurden die Zellen fir 30 — 60sec in 0,05%
Coomassie-Blau-Lésung inkubiert und dann abgespult. Zur Zellkernfarbung
wurden die Zellen fir 40min mit Giemsa-Lésung inkubiert und abgespdlt. Nach
jeder Spulung wurden die Platten im Warmeschrank bei 50°C getrocknet.

Zur Auswertung wurde die Anzahl der gebildeten Kolonien bestimmt. Eine Ko-
lonie ist eine Population von Zellen, die aus einer einzelnen Zelle durch mitoti-
sche Teilung entstanden ist. Als Kolonie wurde normalerweise ein Zellhaufen >
50 Zellen gewertet. Diese Klone, die bei idealer Verteilung einzeln lagen, wur-
den gezahlt und die Anwachsrate (plating efficiency; PE) mit Hilfe folgender

Formel bestimmt:
PE [%] = 100 x Klonzahl pro Platte / Anzahl der ausgesaten Zellen.

Um die Behandlung zu quantifizieren, wurde die Surviving Fraction (SF) der
jeweiligen Behandlunsbedingung ermittelt:

SF = PE der Bedingung / PE der Kontrolle.
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3.1.7.1 Retinoidbehandlung

Bevor die Retinoid-Behandlung (ATRA bzw. 13-cis-RA) erfolgen konnte, wurde
eine Stammldsung des Retinoids von 10 mM hergestellt. Die Retinsaure wurde
dazu in DMSO gelést. Das Versuchsmedium zur Behandlung der Zellen wurde
mit dieser Stammlésung und dem Kulturmedium durch eine Verdiinnungsreihe
hergestellt, sodaf sich folgende Retinoidendkonzentrationen ergaben: 100; 10;
1; 0,1 und 0,01uM. Als Kontrolle wurde Kulturmedium verwendet, das mit der
entsprechenden DMSO-Konzentration versetzt war.

Nachdem die Zellen 3 Tage im Brutschrank kultiviert worden waren, wurde das
Kulturmedium abgesaugt und das entsprechende Versuchsmedium zur Be-
handlung der Zellen zugegeben. Die Zellen wurden lichtgeschtzt fir 24h im
Inkubator kultiviert, anschlieBend wurde wie unter 1.1.7 beschrieben ein Kolo-

niebildungstest durchgefihrt.

3.1.7.2 Kombinierte Bestrahlung und Retinoid-Behandlung

Die Bestrahlung der Zellen erfolgte in einem Linearbeschleuniger bei einer
source surface distance (SSD) von 100cm und einer FeldgréBe von 30 x 30cm.
Wie oben beschrieben, wurden die Zellen 24h vor der Bestrahlung (Einzeldosis
von 2Gy) mit den Retinoiden (ATRA bzw. 13-cis-RA) in den Konzentrationen 10
und 0,1uM behandelt. Nach der Bestrahlung wurden zwei Koloniebildungstests
mit den Zellen durchgefthrt: Ein Teil der Zellen wurde direkt nach der Bestrah-
lung (immediate plating) und der andere Teil (Mediumwechsel direkt nach Be-
strahlung) 8h spater (delayed plating) in 6-well-Platten ausgesat. Zur 10tagigen

Inkubation wurde Kulturmedium verwendet.

In einem weiteren Versuchsansatz wurde wahrend dieser Inkubation statt des
Kulturmediums Versuchsmedium verwendet, sodal3 die Zellen mit der entspre-
henden Retinoidkonzentration, mit der sie vor der Bestrahlung behandelt wor-
den waren, wahrend der 10tagigen Inkubation weiterbehandelt wurden.

Zur Auswertung wurden die SF” s der retinoidbehandelten und bestrahlten Zé-
len bezogen auf die unbestrahlten Kontrollen berechnet.
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3.2 Molekularbiologische Methoden
3.2.1 Reverse Transkriptase Polymerase-Kettenreaktion

3.2.1.1 Isolation und Aufarbeitung der RNA

RNA ist im Vergleich zu DNA sehr anfallig flr spontane und enzymatisch kata-
lysierte Hydrolyse. Ribonukleasen, die RNA abbauen, kommen ubiquitar vor.
Alle Lésungen wurden deshalb in heiBluftsterilisierten GefaBen mit autoklavier-
ten Ruhrfischen, Pipetten und RNase-freiem Diethylpyrocarbonat (DEPC) be-
handeltem H2O hergestellt.

Die Isolierung der RNA wurde mit Hilfe des RNeasy-Mini-Kit von Qiagen
durchgefihrt. Die Zellen wurden je nach Versuch 24h zuvor behandelt (ATRA
bzw. 13-cis-RA in den Konzentrationen 10 und 0,1uM), dann trypsiniert, gezahlt
und abzentrifugiert (5min bei 1200rpm), der Uberstand wurde verworfen. Nach-
dem das Pellet mit PBS™ gewaschen und abzentrifugiert wurde, konnten es
nach Kitanleitung weiterbehandelt werden. Die isolierte RNA wurde mit 2 x 30ul
DEPC-Wasser durch Zentrifugation bei 10.000 rpm von der Saule eluiert.

Die Reinheit und die Ausbeute der RNA wurde mit einem Photometer bestimmit.

3.2.1.2 Bestimmung der Reinheit und Konzentration der RNA

Die Menge der isolierten RNA 4Bt sich mittels UV-Spektroskopie bestimmen:
Eine Probe der eluierten RNA wurde in DEPC-Wasser 1:50 verdinnt und bei
260nm mit einem Spektralphotometer gemessen. Eine Extinktion von 1,0 ent-
spricht einer Konzentration von 40ug RNA/ml. Die Qualitat der Nukleinsaure
kann mit Hilfe des Extinktionverhaltnisses der Wellenlangen 260nm und 280nm
bestimmt werden. Diese Ratio sollte zwischen 1,7 und 2,0 liegen.
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3.2.1.3 RNA-Agarose-Gelelektrophorese

Als weitere Kontrolle auf RNase-freies Arbeiten bei der RNA-Isolation wurde
eine Gelanalyse auf einem Formaldehyd-Agarosegel durchgefihrt. Fir die
elektrophoretische Auftrennung der RNA wurde ein 1% Agarosegel verwendet.
Die Denaturierung der RNA erfolgte durch Formaldehyd.

Far eine kleine Gelkammer wurden 250mg Agarose in 18,25ml DEPC-H2O und
2,5ml 10x MOPS aufgekocht. Nach dem Abkihlen der Agarose auf ca. 60°C
wurde 4,25ml 37% Formaldehyd zugegeben und das Gel unter dem Abzug ge-
gossen. Nach einer Stunde war das Gel erstarrt und wurde 1 — 2mm mit Lauf-
puffer Gberschichtet. Der Laufpuffer wurde aus 270ml DEPC-Wasser und 30ml
10x MOPS hergestellt. 1,5 — 3ug jeder Probe wurde mit RNA-Probenpuffer im
Verhaltniss 3 : 5 gemischt und fir 15min bei 65°C denaturiert. AnschlieBend
wurden die Proben fir 5min auf Eis gestellt, um die Wiederausbildung der RNA-
Sekundarstruktur zu verhindern. Die Proben wurden dann auf das Gel aufge-
tragen und bei 90V in etwa 1,5h elektrophoretisch aufgetrennt. Die Banden
konnten mit Ethidiumbromid angefarbt werden und unter UV-Licht (260nm) auf
einem Transluminator detektiert werden. Lag kein Abbau der RNA durch RNa-
sen vor, war eine starkere 28S-Bande und eine schwachere 18S-Bande und

keinerlei ,Schmier” auf dem Gel zu erkennen (s. Abb. 6).

28S

18S

Abb. 6: Elektrophoresegel zur Auftrennung der RNA in 18S- und 28S-Banden.
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3.2.1.4 Reverse Transkription

Mit Hilfe der Reversen Transkription kann cDNA Gber mRNA als Matrize syn-
thetisiert werden und enthélt so keine Intronsequenzen. Durch Verwendung
von Oligo-(dT)-Primern kann aus der Gesamt-RNA selektiv mRNA (2-4% der

Gesamt-RNA) in cDNA umgeschrieben werden.

Die cDNA-Synthese erfolgte mit Hilfe des First-Strand-cDNA-Synthesis-Kit von
Boehringer. Wahrend der RNase-Inhibitor und die AMV-RT zuletzt auf Eis auf-
getaut wurden, wurden alle tbrigen Lésungen bei Raumtemperatur aufgetaut.
Bei mehr als einer Probe wurde ein Master-Mix nach Kit-Anleitung hergestellt.
1ug eluierte RNA wurde mit destilliertem H>O auf 7,8ul aufgefiillt, bei 65°C Uber
15min denaturiert und anschlieBend fir 5min auf Eis gestellt. Je 12,2ul Master-
Mix wurden mit einer RNA-Probe gemischt und vorsichtig abzentrifugiert. Die

reverse Transkription erfolgte nach Anleitung des Herstellers.

Die cDNA wurde mit sterilem HxO bidest 1 : 20 verdiinnt und, um mehrmaliges
Auftauen zu vermeiden, zu je 10ul in PCR-Cups portioniert und bei —70°C en-
gefroren.

3.2.1.5 Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion ermdglicht es, von bestimmten Nucleotidse-

quenzen millionenfache Kopien enzymatisch in vitro herzustellen.

Der PCR-Zyklus beginnt mit der thermischen Denaturierung, wobei der zu am-
plifizierende DNA-Doppelstrang bei 90 — 95°C in 2 Einzelstrange Uberflhrt wird.
Danach erfolgt bei etwa 50°C die Bindung der 2 synthetischen Oligonucleotide
(= Primer) an die komplementaren Sequenzen der Matrizen-DNA. AnschlieBend
erfolgt bei 72°C die eigentliche Amplifikation. Dabei synthetisiert die hitzestabile
DNA-Polymerase den neuen, zwischen den beiden Primern liegenden Doppel-
strang. Durch zyklische Wiederholung der einzelnen Reaktionsschritte wird die

Matrize exponentiell amplifiziert.

Die PCR erfolgte ausschlieBlich mit der nach RNA-Isolierung und cDNA-
Synthese gewonnenen cDNA.
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Die bendtigten Losungen wurden auf Eis aufgetaut und vorsichtig abzentrifu-
giert. Es wurde ein Mastermix hergestellt, wobei die Tag-Polymerase als letztes
zugegeben wurde:

21pl H-O bidest

5ul 10x Reaktionspuffer + MgCl, (Roche Diagnostics GmbH)
1ul dNTP-Mix (10mM) (Roche Diagnostics GmbH)

1l DMSO

5ul Sense-Primer (10pg/ml)

5ul Antisense-Primer (10ug/ml)

2ul Tag-Polymerase (1U/ul) (Roche Diagnostics GmbH)

Je 40pl des Mastermixes wurden den 10ul der 1 : 20 mit H2O bidest verdiinnten
cDNA-Probe zugegeben, der Reaktionsansatz wurde gut durchmischt, zentrifu-
giert, in den Thermocycler gesetzt und das entsprechende PCR-Programm ge-
startet.

PCR-Programme:

CRABP I, RAR alpha: 95°C 5’
95°C 45 "~ -63°C45" " -72°C 45~ -35Zyklen
72°C 7 -4°Coo

CRABP Il, RAR beta, RXR beta: 95°C 5°
95°C 45" "~ -59°C 45 -72°C45 "~ -35Zyklen

72°C 7 -4°Coo

RAR gamma, RXR alpha: 95°C 5’
95°C 45" " -60°C45 " -72°C 45"~ -35Zyklen
72°C 7 -4°Coo

EF1 alpha: 95°C 5’
95°C 45" " -59°C45" " -72°C 45"~ -22Zyklen
72°C 7 -4°Coo
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3.2.1.6 DNA-Gelelektrophorese

Die Auftrennung der DNA erfolgte mit 2% TAE-Agarosegelen. Dazu wurde 1g
Agarose in 50ml 1x TAE-Puffer aufgekocht. Nachdem das Gel auf etwa 60 °C
abgekihlt war, wurde 4ul Ethidiumbromid zugegeben. Das TAE-Agarose-
Gemisch wurde dann in eine horizontale Lautkammer gegossen und ein Kamm
eingesetzt. Nach etwa 30min konnte der Kamm entfernt werden und das er-
starrte Gel mit 1x TAE-Laufpuffer 1 — 2mm Uberschichtet werden. 7ul PCR-
Probe wurden mit 1ul Probenpuffer versetzt und in die Tasche pipettiert. Zu-
satzlich wurde noch ein Molekulargewichtsmarker zur GréBenbestimmung der
Fragmente aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte bei 90V flr 50min. Die Nu-
kleinsaurebanden konnten dann bei 260nm unter UV-Licht auf einem Translu-
minator detektiert und mit Hilfe einer Polaroidkamera dokumentiert werden.

3.2.1.7 Auswertung

Die Abbildungen der Elekirophoresegele wurden eingescannt und densitome-
trisch ausgewertet (Photoshop V). Als Referenz fur die untersuchten Rezepto-
ren wurde das Housekeeping-Gen EF1ialpha verwendet. Die Expression der
verschiedenen Rezeptoren konnte somit als Vielfaches der EF1alpha-
Expression dargestellt werden.

3.2.2 PCR-ELISA

Um einen noch sensitiveren Nachweis der PCR-Produkte zu erreichen, wurde
der PCR-ELISA mit dem PCR ELISA (Dig Labeling) bzw. PCR ELISA (Dig De-
tection) Kit (Roche Diagnostics GmbH) durchgefihrt. So kénnen auch PCR-
Produkte, die aufgrund ihrer geringen Konzentration in einem Agarosegel nicht

sichtbar sind, nachgewiesen und gemessen werden.

Es wird eine PCR durchgeflhrt, in der Biotin markierte Primer verwendet wer-
den. Zur spateren Quantifizierung wird zusatzlich Digoxigenin in die PCR-
Produkte eingebaut. AnschlieBend werden die PCR-Proben in Streptavidin be-
schichtete ELISA-Platten gegeben. Die biotinylierten Primer dienen als
Fangsonde und binden das PCR-Produkt an Streptavidin. Unspezifische Pro-
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dukte kdnnen nicht binden und werden Uber mehrere Waschschritte entfernt.
Das wahrend der Markierungsreaktion eingebaute Digoxigenin wird bei Zugabe
der anti-Dig-lgG konjugierten Peroxidase detektiert. Der Umsatz des Substrats
Azinodiethylbenzthiazolin (ABTS) kann dann im ELISA-Reader gemessen wer-

den.

PCR-DIG-Markierungsreaktion:

19yl H>O bidest

5ul 10x Reaktionspuffer + MgCly
3,75ul dNTP-Mix (2mM)

1,25ul PCR-Dig-Labeling-Mix (2mM)
5ul Sense-Primer (10pg/ml)

5ul Antisense-Primer (10ug/ml)
1l Taqg-Polymerase (1U/ul)

Es wurden die gleichen PCR-Programme wie unter 3.1.2.5 beschrieben ver-

wendet.

PCR-DIG-Detektionssystem:

10ul des PCR-Produktes werden mit 40ul Denaturierungslésung gemischt, ab-
zentrifugiert und 10min lang bei Raumtemperatur inkubiert. Dann wird 450pl
Hybridisierungslésung zugegeben, gevortext und zentrifugiert und anschlieBend
je 200l in je ein Loch der Streptavidin-beschichteten ELISA-Platte pipettiert.
Die Platte wird dann fir 3h bei 37°C auf einem Rotationsschuttler inkubiert. In
dieser Zeit hybridisiert die Sonde zum einen an die Probe, zum anderen bindet
sie mit dem anderen Ende an das Streptavidin am Boden der Platte. Nach den
3h wird 5mal mit je 200ul Waschlésung gewaschen, um ungebundene Produkte
zu entfernen. Dann wird pro Loch 200ul anti-Dig-POD-L&sung zugegeben und
fir 30min bei 37°C auf einem Rotationsschiittler inkubiert. Es wird nochmals
gewaschen und anschlieBend mit je 200ul ABTS-Substrat-Lésung fir weitere
30min bei 37°C auf einem Schittler im Dunkeln inkubiert. Die Farbentwicklung
wird bei 405nm gegen 620nm im ELISA-Reader gemessen und gegen einen

Leerwert bestimmit.

29



Methoden

Zur Auswertung wird wieder die Rezeptorexpression im Verhaltnis zu EF1 alpha
berechnet.

3.2.3 DNA-Sequenzierung

Zum AusschluB von Mutationen in der DNA-Sequenz von CRABP |l und RARP
wurde eine Doppelstrang-Sequenzierung durchgefihrt. Dazu wurde wie unter
3.2.1 beschrieben, RNA der Zellinie HCT 116 isoliert, in cDNA umgeschrieben
und mittels PCR amplifiziert. Da die vollstandige codierende Sequenz analysiert
werden sollte, wurden bei der PCR andere Primer (Vollange-Primer) eingesetzt.
Beim PCR-Programm fir CRABP Il wurde darum die Annaeling-Temperatur auf
58°C gesenkt und die Synthesezeit auf 1 Minute verlangert. Es wurden 35 24-
klen durchgefiihrt. Da die Sequenz von RARP nur in sehr geringen Mengen
nachweisbar war, wurden bei der PCR und bei der cDNA-Synthese einige Mo-
difikationen durchgeflihrt, um ein starkeres PCR-Signal, bzw. eine grdBere
Menge an RARP zu erhalten. Bei der cDNA-Umschreibung wurden 15ug RNA
eingesetzt. Beim PCR-Programm fir RARB wurde die Annaeling-Temperatur
auf 56°C gesenkt und die Synthesezeit wurde auf 1Minute und 30 Sekunden
verlangert. Es wurden 45 Zyklen durchgefihrt.

Die PCR-Produkte von CRABP Il und RARB wurde dann von der Firma MWG

sequenziert.

3.3 Western-Blot

3.3.1 Protein-Isolierung

Es wurden je 0,7 x 10° Zellen in groBe Kulturflaschen (75cm?) ausgesat, 3 Tage
im Brutschrank kultiviert und 24h vor der Protein-Isolierung behandelt (ATRA
bzw. 13-cis-RA in den Konzentrationen 10 und 0,1uM). Die Proteine wurden mit
Hilfe zweier verschiedener Methoden isoliert:
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SAPU-Isolierung

Diese Methode wurde verwendet, um CRABP | nachzuweisen. Die Zellen wur-
den trypsiniert und die Zellzahl bestimmt. Die Zellsuspension wurde in ein Blue-
cap Uberflihrt und bei 1000 — 1500rpm flr 4min bei 4°C zentrifugiert. Das Zel-
pellet wurde kurz mit kaltem PBS™ gewaschen und nochmals zentrifugiert. Dem
Pellet wurde die entsprechende Menge (40ul / 1x10° Zellen) des erhitzten
SAPU-Puffers zugegeben und mit Hilfe einer 1ml Spritze und einer 20G Nadel
lysiert. Die Suspension wurde 5min gekocht, abzentrifugiert und auf Eis gestellt.
Die lysierten Proteine konnten nun sofort verwendet werden oder im Eisschrank

bei —70°C aufbewahrt werden.
Einfrier-Auftau-Methode

Zum Nachweis der Kernrezeptors RARbeta wurde diese Methode verwendet.
Auch hier werden die Zellen trypsiniert, die Zellzahl bestimmt und in einem
Bluecap bei 1000 — 1500rpm flir 4min bei 4°C zentrifugiert. Nachdem einmal mit
kaltem PBS™ gewaschen wurde, wird das Pellet in gleicher Menge Lysepuffer
aufgenommen und gemischt. AnschlieBend wird die Suspension in einem Ep-
pendorf-Cup erst flr etwa 20sec in fliissigen Stickstoff getaucht, dann 20sec in
einem Wasserbad bei 37°C aufgetaut und schlieBlich kraftig gevortext. Nachde-
m dieser Vorgang dreimal durchgefihrt wurde, wird das Eppendorf-Cup bei
14000rpm fiir 20min bei 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wird dann vorsichtig
abpipettiert. Nachdem der Proteingehalt bestimmt wurde, kénnen die lysierten
Proteine entweder sofort verwendet werden oder als Aliquots bei —70°C aufke-

wahrt werden.

3.3.2 Messung der Proteinkonzentration

Die Proteinkonzentration wurde mit dem DC Protein Assay Kit der Firma Bio-
Rad bestimmt. Die Quantifizierung der lysierten Proteinmenge beruht auf der
Lowry-Methode. Dabei erfolgt durch Zugabe von Phenol eine Reaktion mit Ty-
rosilbestandteilen der unbekannten Proteinmenge mit Farbumschlag. Dieser
kann nun mit Hilfe einer Standard-Verdiinnungsreihe aus BSA quantifiziert wer-

den.
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3.3.3 SDS-Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese

Das Prinzip der Gel-Elektrophorese ist die Wanderung geladener Molekile im
elektrischen Feld. Durch Zugabe des Detergenz SDS (Sodiumdodecylsulfat)
werden die Proteine denaturiert, auBerdem wird die Eigenladung der Proteine
Uberdeckt, so daB die elektrophoretische Beweglichkeit allein von der GréBe
des Molekils und der PorengréBe des Gels abhangt. Die PorengréBe wird
durch die Acrylamidkonzentration bestimmt, wobei mit steigender Konzentration
die PorengrdBe ab- und der Siebeffekt zunimmt.

Zunachst wird die Elekirophorese-Kammer vorbereitet. Dabei werden die
Glasplatten mit Hilfe von Ethanol und Aceton entfettet und geméan den Angaben
des Herstellers mit den Spacern zu einen Sandwich zusammengebaut und in
die vorgesehene Halterung geklemmt. Der Kamm wird eingesetzt, dann kann
das Trenngel gegossen werden. Da es sich bei CRABP | um ein sehr kleines
Protein handelt, wurde ein Trenngel mit einer 15%igen Acrylamidkonzentration
verwendet. Beim Nachweis von RAR beta handelte es sich um ein 9%iges

Trenngel:

Trenngel 9% (20ml) 15% (20ml)
H-0 8,6ml 6,6ml

30% Acrylamid-Lésung 6,0ml 8,0ml

4x Trenngelpuffer 5,0ml 5,0ml

10% SDS 0,2ml 0,2ml

10% Ammoniumpersulfat 0,2ml 0,2ml
TEMED 0,012ml 0,008ml

Damit sich eine flache Grenzflache ausbilden kann, wird das Trenngel mit Iso-
propanol Uberschichtet und polymerisiert in einer Stunde. AnschlieBend wird
das Sammelgel gegossen:

5%iges Sammelgel (5ml)

H20 3,4ml

30% Acrylamid-Lésung 0,83ml
4x Sammelgelpuffer 0,63ml
10% SDS 0,05ml
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10% Ammoniumpersulfat 0,05ml

TEMED 0,005ml

Nach etwa 20 min ist das Sammelgel polymerisiert, so daB man den Kamm
ziehen kann und die Taschen mit Laufpuffer ausspult.

Probenvorbereitung:

Die Proteine wurden wie oben beschrieben isoliert. Den Proben wurde Proben-
puffer zugegeben. Bevor die Proben auf das Gel aufgetragen werden konnten,
wurden sie 5min gekocht, zentrifugiert und auf Eis gestellt.

Zum Nachweis von CRABP | wurden 20ul (entspricht 0,5 x 10° Zellen), beim
Nachweis der Kernrezeptoren je 100ug Protein aufgetragen. Als Kontrolle wur-
de auBerdem eine farbstoffmarkierte Proteinmischung (Prestain, 66kD) und ein
Molekulargewichtsmarker aufgetragen.

Elektrophorese:

Die Gelkassette wird nach Herstellerangaben in die Elektrophoreseapparatur
eingebaut. Beide Elektrophoresekammern werden mit 1x Laufpuffer gefillt. Die
Proben kdénnen nun mit Hilfe einer Hamiltonspritze aufgetragen werden. Nicht
bendtigte Probentaschen werden mit gleichem Volumen 1x Probenpuffer bela-
den. Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte bei 25mA Gber etwa 5h.

3.3.4 Blotting

Unmittelbar nach AbschluB der Gelelekirophorese erfolgt der Transfer der ge-
trennten Proteine auf eine proteinbindende Membran. Mit Hilfe des Semi-Dry-
Verfahrens werden die Proteine durch Anlegen einer Spannung aus dem Gel
auf eine Nitrocellulosemembran tberfihrt.

Die Nitrocellulosemembran und 8 Filterkartons werden auf die entsprechende
GelgréBe zurechtgeschnitten. 4 Filterkartons und die Blottingmembran werden
in Anodenpuffer, die anderen 4 Filterkartons in Kathodenpuffer getrankt. Die
Elektrodenplatten der Blotting-Apparatur werden befeuchtet.

Der Blotting-Sandwich wird folgendermafen in der Apparatur aufgebaut:
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4 in Anodenpuffer getrankte Filterkartons, Blottingmembran, Elektrophorese-
Gel; 4 in Kathodenpuffer getrankte Filterkartons.

Durch vorsichtiges Rollen mit einem Glasstab werden Luftblasen aus dem
Sandwich entfernt. Nachdem die obere Elektrodenplatte aufgelegt wurde, wird
etwa 1,5 Stunden geblottet. Die Stromstarke berechnet sich je nach GelgréBe
mit folgender Formel:

mA = 0,8 x cm? Gelflache.

Farbung der transferierten Proteine:

Um das Funktionieren des Blot-Vorgangs zu Uberprifen, kann die Nitrocellulo-
semembran anschlieBend mit Ponceau-S-Lésung fir etwa 5min inkubiert wer-
den. Dieses Farbereagenz farbt generell Proteine an. Uberschiissige Lésung
wird durch Waschen mit PBS™ entfernt. Die Positionen der Banden des Mole-
kulargewichtsmarkers werden vorsichtig mit Kugelschreiber markiert, dann kann
die Membran zu Dokumentationszwecken zwischen 2 Folien fotokopiert wer-
den. Die Farbung ist nicht permanent und verschwindet beim Absattigen der

Membran wieder.

3.3.5 Nachweisreaktion

Durch Bindung der Erst- und Zweit-Antikdrper kénnen die Proteine spezifisch
auf der Membran nachgewiesen werden. Vor Beginn der Nachweisreaktion
muf3 der Protein-Blot abgesattigt werden. Auf diese Weise kénnen Uberschiis-
sige Proteinbindestellen ,geblockt* und so unspezifische Bindungen der Nach-

weisreagenzien verhindert werden.

Blocking:

Der Protein-Blot wird in Folie eingeschweiBt, die Blocking-Lésung wird zugege-
ben und der Blot 1h unter langsamen Schwenken auf einem Rotationsschttler
bei Raumtemperatur abgesattigt.
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Erst- und Zweit- Antikérper- Zugabe:

Nachdem die Blocking-Losung entfernt wurde, wird der Blot in Erst-
Antikdrperldsung Uber Nacht unter langsamem Schwenken bei 4°C und am

nachsten Tag noch fir eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert.

Die Uberschissige Antikérperldsung mufB3 anschlieBend grindlich abgespdult
werden. Dabei wird der Blot mit Wasch-Ldsung in einer Schale unter Schwen-
ken eine Stunde gewaschen, wobei die Waschlésung alle 10 Minuten gewech-

selt wird.

Der Blot wird wieder eingeschweift, die Zweit-Antikérper-Lésung zugegeben
und bei Raumtemperatur inkubiert. Nach 30min wird die Lésung entfernt und

der Blot nochmals wie oben beschrieben grindlich gewaschen.

3.3.6 Chemilumineszenzreaktion

Der zuletzt aufgetragene Zweit-Antikérper tragt eine Enzym-Markierung. Es
handelt sich dabei um Meerrettichperoxidase (HRP). Bei Zugabe von Luminol
als Substrat liefert dieses Enzym dann ein Licht emittierendes Produkt (Chemi-
lumineszenz), das am Ort seiner Entstehung Licht ausstrahlt und so die Positi-
on der Nachweisreagenzien sichtbar macht. Durch Exposition eines Rdntgen-
films kann die Chemilumineszenz dargestellt und dokumentiert werden. Als
Visualisierungsreagenz wurde hier ECL Western-Blotting detection reagents

von Amersham verwendet.

Die Membran wurde unter Schwenken fir 1min mit der Lésung inkubiert. Die
Membran wurde dann luftblasenfrei zwischen zwei Folien in eine Filmkassette
gelegt. In der Dunkelkammer wurde sofort ein Réntgenfilm aufgelegt und fur 1
bis 10min exponiert. Der Réntgenfilm konnte anschlieBend entwickelt werden.
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4 Ergebnisse

4.1 Klonogenes Verhalten von Tumorzellen nach Behandlung
mit all-trans-Retinsaure (ATRA)

Um den EinfluB von all-trans-Retinsaure auf das klonogene Uberleben maligner
Zellen zu untersuchen, wurden Koloniebildungstests mit der zervikalen Platten-
epithelkarzinomzellinie  HTB35, der Plattenepithelkarzinomzellinie  des
Kopf/Halsbereichs SCC9 und der Kolonkarzinomzellinie HCT116 unter Be-
handlung mit verschiedenen ATRA-Konzentrationen durchgefihrt (s. 3.1.7). Die
Tumorzellen wurden mit den finf ATRA-Konzentrationen 0,01; 0,1; 1; 10 und
100uM semikonfluent in Massenkulturen behandelt. In Abbildung 7 sind die
Uberlebensraten der drei Tumorzellinien dargestellt. Bei den beiden Plattene-
pithelkarzinomzellinien HTB35 und SCC9 |aBt sich eine starke konzentrations-
abhangige Inaktivierung des klonogenen Uberlebens nachweisen. Dabei zeigte
die Zellinie HTB35 die héchste Retinoidsensitivitat. Bereits bei einer ATRA-
Konzentration von 0,01uM betragt die klonogene Uberlebensrate nur noch
50,1%, bei 0,1uM 17,2% und sinkt bei 1uM auf 1,7% ab. Bei 10uM zeigt die
Zellinie HTB35 kein klonogenes Verhalten mehr, d.h. es lieBen sich zwar Zellen
nachweisen, jedoch keine Populationen > 50 Zellen. Die Konzentration von
100uM ATRA ist fur diese Zellinie toxisch, es kénnen keine Zellen Gberleben.
Auch die Zellinie SCC9 reagiert mit einem verminderten klonogenen Uberleben
auf die Retinoidbehandlung. Hier zeigt sich bei einer Konzentration von 0,01uM
ATRA eine klonogene Uberlebensrate von 60,8%, bei 0,1uM 31,7% und bei
1uM 15,8%. Bei einer Konzentration von 10uM betragt das klonogene Uberle-
ben noch 3,3%. Entsprechend der Zellinie HTB35 wird die toxische Konzentra-
tion durch ATRA fiir die Zellinie SCC9 bei 100uM erreicht, bei der keine Zellen

mehr nachweisbar sind.

Im Gegensatz zu den beiden zuvor untersuchten Plattenepithelkarzinomzellini-
en HTB35 und SCC9 zeigt die Zellinie HCT116 kein bzw. nur ein sehr einge-
schrénktes Ansprechen auf die Retinoidbehandlung. Bei den Konzentrationen
von 0,01 und 0,1uM ATRA betragt die klonogene Uberlebensrate 106%
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bzw.124%. Bei einer Behandlung mit 1uM ATRA zeigt sich ein klonogenes
Uberleben von 102%. Diese drei klonogenen Uberlebensraten weisen eher auf
eine Proliferationsinduktion unter Retinoidbehandlung hin, die allerdings keine
Dosisabhangigkeit aufweist. Nur bei einer Konzentration von 10um konnte eine
Hemmung des klonogenen Uberlebens auf 88% nachgewiesen werden. Wie bei
den beiden Plattenepithelkarzinomzellinien zuvor schon gezeigt, war die Kon-
zentration von 100uM ATRA auch bei diesen Kolonkarzinomzellen toxisch.
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Abb. 7: Klonogene Aktivitat der Tumorzellinien HCT116, SCC9 und HTB35
nach Behandlung mit ATRA im Koloniebildungstest (Mittelwerte und
Standartabweichungen aus 3 unabhangigen Versuchen).
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4.2 Klonogene Aktivitat der Tumor-Zellinie HCT116 nach Be-
handlung mit ATRA und ionisierender Bestrahlung

Da sowohl in vivo- als auch in vitro-Untersuchungen zeigen konnten, daB Re-
tinsdure radiosensitivierend auf verschiedene Zellinien wirkt, sollte nun unter-
sucht werden, ob die Retinsaure auch bei der Kolonkarzinomzellinie HCT116
die Wirkung der ionisierenden Bestrahlung verstarken kann. Wie unter 3.1.7.2
beschrieben, wurde eine kombinierte Behandlung mit ionisierender Strahlung
(Dosis 2Gy) und ATRA durchgeflihrt. Die Tumorzellen wurden mit 0,1 und
10uM ATRA behandelt. Diese beiden Konzentrationen wurden aufgrund der
vorher durchgeflhrten Koloniebildungstests ausgewahlt, da nur bei 0,1uM
ATRA ein Anstieg und nur bei 10uM ATRA eine Abnahme der klonogenen
Uberlebensrate nachweisbar war, wéahrend sich bei den Konzentrationen
0,01puM und 1uM ATRA kein EinfluB auf das klonogene Uberleben nachweisen
lieB bzw. die Konzentration von 100uM eine toxische Wirkung auf die Tumor-
zellen hatte. Die Aussaat fur den Koloniebildungstest erfolgte entweder sofort
nach der Bestrahlung (immediate plating) oder es wurde ein Wechsel des Me-
diums durchgefiihrt und die Kolonkarzinomzellen erst 8 Stunden nach erfolgter
Bestrahlung ausgesét (delayed plating). Dadurch ermdglicht man den Zellen
beim delayed plating, Schaden, die durch die ionisierende Bestrahlung entstan-
den sind, Uber zelleigene Reparaturmechanismen zu reparieren. Der Kolonie-
bildungstest nach der Bestrahlung wurde in zwei unterschiedlichen Versuchs-
ansatzen durchgefihrt: Zum einen erfolgte die 10tégige Kultivierung in unbe-
handeltem DMEM-Medium, zum anderen erfolgte eine Weiterbehandlung mit
der entsprechenden ATRA-Konzentration.

Abbildung 8a zeigt den Versuchsansatz ohne Weiterbehandlung im Koloniebil-
dungstest. Bei immediate plating fuhrt die alleinige Bestrahlung der Zellen mit
2Gy zu einer Reduktion der klonogene Aktivitat auf 65%. Eine vorhergehende
Behandlung mit 0,1uM ATRA und anschlieBender Bestrahlung mit 2Gy senkt
die klonogene Uberlebensrate nur geringfiigig auf 58%. Auch durch eine Be-
handlung mit der deutlich h6heren ATRA-Konzentration von 10uM kann keine

weitere Abnahme der klonogenen Aktivitat festgestellt werden und die Redukti-
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on der klonogenen Uberlebensrate betragt ebenfalls 58%. Bei delayed plating

kommt es durch die ionisierende Bestrahlung alleine zu einer klonogenen

Uberlebensrate von 63%. Werden die Tumorzellen zuvor mit 0,1uM ATRA be-

handelt,

betragt das klonogene Uberleben 57%. Die Behandlung mit 10pM

ATRA fiihrt zu einer klonogenen Uberlebensrate von 63%.

Klonogene Uberlebensrate

Abb. 8a:
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Klonogene Uberlebensrate der Tumor-Zellinie HCT116 nach 24 stiin-
diger Behandlung mit ATRA und anschlieBender Bestrahlung mit 2Gy
ohne Weiterbehandlung im Koloniebildungstest (Mittelwerte und
Standartabweichungen aus 3 unabhangigen Versuchen).
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Abbildung 8b zeigt den Versuchsansatz mit der Weiterbehandlung im Kolonie-
bildungstest. Die ATRA-Konzentrationen entsprechen dabei denen der
24stindigen Behandlung vor der Bestrahlung. Bei immediate plating senkt die
alleinige Bestrahlung mit 2Gy die Gesamtklonzahl auf 53%. Eine Behandlung
mit 0,17uM ATRA als auch mit 10uM ATRA fuhrt ebenfalls zu einer klonogenen
Uberlebensrate von 53%. Bei delayed plating betragt das klonogene Uberleben
bei alleiniger Bestrahlung mit 2Gy 56%. Werden die Tumorzellen mit 0,1uM
ATRA behandelt, kommt es zur Reduktion der Gesamtklonzahl auf 43%. Bei
Behandlung mit 10pM ATRA betrégt die kionogene Uberlebensrate 60%.
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Abb. 8b: Klonogene Uberlebensrate der Tumor-Zellinie HCT116 nach 24 stiin-
diger Behandlung mit ATRA, anschlieBender Bestrahlung mit 2Gy und
Weiterbehandlung mit ATRA im Koloniebildungstest (Mittelwerte und
Standartabweichungen aus 3 unabhangigen Versuchen).
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4.3 Nachweis der zytoplasmatischen Bindungsproteine und
der nuklearen Retinsaurerezeptoren mittels RT-PCR

Da das Expressionsverhalten der Kolonkarzinomzellinie HCT116 im Bereich der
zytoplasmatischen Retinsaurebindungsproteine und der nukledren Retinsaure-
rezeptoren Aufschllisse Uber die Ursache der Resistenz geben kdnnte, wurde
die Tumorzellinie auf molekularer Ebene naher untersucht. Die Retinsdurere-
zeptoren RARa, RARB, RARYy, RXRa und RXRp und die zytoplasmatischen
Retinsaurebindungsproteine CRABP | und CRABP II wurden mittels RT-PCR,
wie in 3.2.1 beschrieben, auf mMRNA-Ebene analysiert. Es wurde zum einen die
Basalexpression in unbehandelten Zellen als auch die Expression nach
24stindiger Behandlung mit 0,1 und 10uM ATRA und 13-cis-RA untersucht. Die
PCR-Produkte wurden mit Hilfe der Agarosegel-Elektrophorese aufgetrennt.
Abbildung 9 zeigt beispielhaft das Ergebnis einer solchen Agarosegel-
Elektrophorese mit der basalen Expression der Retinsaurerezeptoren und der
zytoplasmatischen Retinsaurebindungsproteine der Kolonkarzinomzellinie
HCT116.

Marker CRABP | CRABP Il RARa. RARP RARy RXRa RXRB EFia
(366bp) (275bp) (767bp) (783bp) (798bp) (297bp) (311bp) (490bp)

Abb. 9: Basalexpression der zytoplasmatischen Retinsdurebindungsproteine,
nukledren Retinsaurerezeptoren und EF1a der Zellinie HCT116. Am-
plifikation mittels RT-PCR und Darstellung CUber Agarosegel-
Elektrophorese.

Die Darstellung aller PCR-Proben als Einzelbanden im Agarosegel zeigt, daf3
die RT-PCR ordungsgemaB durchgeflihrt wurde und spezifisch die gesuchten
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Fragmente amplifiziert wurden. Da wéahrend der Amplifikationsphase der RT-
PCR fir die verschiedenen untersuchten Retinsdurerezeptoren und Retinsau-
rebindungsproteine die gleiche Zyklenzahl verwendet wurde und auf das Aga-
rosegel gleiche Volumina aufgetragen wurden, gibt die ungleiche Signalstarke
der Banden eine ungleiche Expressionsstarke wieder. Es lieBen sich beide
zytoplasmatischen Bindungsproteine CRABP | und CRABP Il nachweisen. Von
den nukledren Retinsaurerezeptoren gelang der Nachweis mit Hilfe der Agaro-
segel-Elektrophorese nur fir RARa, RARy und RXRP. Die Kernrezeptoren
RARp und RXRa konnten Uber die Agarosegel-Elektrophorese nicht dargestellt
werden. Abbildung 10 zeigt die prozentuale Verteilung der drei nachweisbaren
Rezeptoren. RXRp hat mit 44% den hdchsten Anteil. RARa und RARY werden

basal etwa gleich stark exprimiert und haben einen Anteil von 27 bzw. 29%.

RARc
(27%)
RXRB
(44%)
RARy
(29%)

Abb. 10: Verteilung der nachweisbaren nuklearen Retinsaurerezeptoren RARq,
RARy und RXRp der Zellinie HCT116 bei Nachweis mittels Agarose-
gel-Elektrophorese nach RT-PCR.

Die Elektrophoresegel-Banden der Rezeptoren und Bindungsproteine wurden
densitometrisch ausgewertet. Als Referenzwert wurde der Elongationsfaktor
EF1a verwendet. Bei EF1a handelt es sich um ein sogenanntes housekeeping-
Gen, dessen Expression durch eine Retinsdure-Behandlung nicht verandert
wird. Die Expression der Kernrezeptoren und Bindungsproteine wurde als ein

Vielfaches der EF1a-Expression dargestellt. Abbildung 11 zeigt diese relativen

42



Ergebnisse

Expressionen als Basalwerte und nach Behandlung mit ATRA (11A) bzw. 13-
cisRA (11B).
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Abb. 11: HCT116: Expression der Bindungsproteine und Kernrezeptoren in
Relation zu EF1a nach Behandlung mit ATRA (A) und 13-cis RA (B)
in den Konzentrationen 0,01uM bzw. 10uM (Mittelwerte und Standard-
abweichungen aus 3 unabhangigen Versuchen).
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Die zytoplasmatischen Retinsdurebindungsproteine CRABP | und Il werden,
wie in Abbildung 11 ersichtlich, unterschiedlich stark exprimiert. Bei CRABP |
lag die relative Basalexpression bei 0,51. Durch eine Behandlung mit ATRA in
den Konzentrationen 0,01 bzw. 10uM kam es nur zu einer unwesentlichen Ex-
pressionsanderung auf 0,53. Bei einer Behandlung mit 0,01uM 13-cisRA betrug
die relative Expression 0,63, bei 10uM 13-cisRA 0,54. Die relative Expression
des zytoplasmatischen Bindungsproteins CRABP |l lag deutlich héher bei ei-
nem Basalwert von 1,06. Bei den Konzentrationen 0,01 und 10uM ATRA kam
es zu einer Erhéhung der relativen Expression auf 1,31 und 1,28. Die Behand-
lung mit 0,01 bzw. 10uM 13-cisRA zeigt eine Expression von 1,20 bzw. 0,99.

Der nukleare Retinsaurerezeptor RARa hat eine relative Basalexpression von
0,73. Die Behandlung mit 0,01 und 10uM ATRA und 0,01 bzw. 10uM 13-cisRA
fihrt zu einer relativen Expression von 1,20 und 0,83 bzw. 0,74 und 0,82. Der
Kernrezeptor RARP lie sich mit Hilfe dieses Detektionssystems nicht nachwei-
sen. Beim Retinsdurerezeptor RARYy lag die Basalexpression bei 0,76. Durch
eine Retinsaurebehandlung lieB3 sich keine deutliche dosisabhéngige Expressi-
onsanderung feststellen. Bei 0,01uM ATRA lag die Expression bei 0,61, bei
10uM ATRA bei 0,94. Die Werte der relativen Expression bei 0,01 bzw. 10uM
13-cisRA-Behandlung lagen bei 0,62 bzw. 0,78. Wie RARP lieB sich auch der
nukledre Retinsdurerezeptor RXRoa nicht mit Hilfe der Agarosegel-
Elektrophorese nachweisen. Der Kernrezeptor RXRB war dagegen deutlich
detektierbar. Hier betrug die Basalexpression 1,17. Durch die Behandlung kam
es zu einer relativen Expression von 0,95 und 1,19 bei 0,01 und 10uM ATRA.
Bei einer Behandlung mit 13-cisRA in den Konzentrationen 0,01 bzw. 10uM
betrug die relative Expression 0,99 bzw. 1,12.
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4.4 Nachweis der zytoplasmatischen Bindungsproteine und
der nuklearen Retinsaurerezeptoren mittels PCR-ELISA

Die beiden Kernrezeptoren RARP und RXRa lieBen sich, wie unter 4.3 be-
schrieben, mit Hilfe der Agarosegel-Elektrophorese nicht nachweisen. Da es
aber mdglich war, daB diese Kernrezeptoren in der Kolonkarzinomzellinie
HCT116 zwar vorhanden, aber nur sehr gering exprimiert wurden, wurde als
sensitiveres Verfahren ein PCR-ELISA durchgefiihrt. Wie unter 3.2.2 beschrie-
ben, kénnen aufgrund dieses Detektionssystems auch PCR-Produkte nachge-
wiesen und gemessen werden, die aufgrund ihrer geringen Konzentration in
einem Agarosegel nicht sichtbar sind. Mit Hilfe des PCR-ELISA konnten nun
sowohl die beiden zytoplasmatischen Bindungsproteine CRABP | und Il als
auch alle nuklearen Retinsdurerezeptoren nachgewiesen werden. Abbildung 12
zeigt die prozentuale Verteilung der funf Kernrezeptoren beim Nachweis mittels
PCR-ELISA. Die drei Hauptrezeptoren RARa, RARy und RXRp haben etwa den
gleichen Anteil von 34%, 30% und 31%. RARP und RXRa lassen sich schwach

nachweisen, RARB mit einem Anteil von 2%, RXRa mit einem Anteil von 3%.

RXRB RARo
(31%) (34%)
\l....l
RXRo. ' RARB
(3%) (2%)
RARy
(30%)

Abb. 12: Verteilung der nukledren Retinsdurerezeptoren RARa, RARpB, RARY,
RXRa und RXRp der Zellinie HCT116 bei Nachweis mittels PCR-
ELISA.
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Abbildung 13 zeigt die relativen Expressionen der Bindungsproteine und Re-
zeptoren unbehandelt und nach Behandlung mit ATRA (13A) bzw. 13-cisRA
(13B).
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Abb. 13: HCT116: Expression der Bindungsproteine und Kernrezeptoren in
Relation zu EF1a nach Behandlung mit ATRA (A) und 13-cis RA (B)
in den Konzentrationen 0,01uM bzw. 10uM (Mittelwerte und Standard-
abweichungen aus 3 unabhangigen Versuchen).
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Die zytoplasmatischen Retinsaurebindungsproteine CRABP | und Il der Kolon-
karzinomzellinie HCT116 zeigen in Abbildung 13 eine unterschiedlich starke
Expression. Die relative Basalexpression von CRABP | liegt bei 1,13. Bei
CRABP Il IaBt sich basal eine relative Expression von 1,82 nachweisen. Durch
Behandlung mit Retinsaure kommt es bei beiden Bindungsproteinen nur zu ge-
ringen Expressionséanderungen. Bei CRABP | liegt die relative Expression nach
Behandlung mit 0,01puM und 10uM ATRA bei 1,05 und 1,06 bzw. nach Be-
handlung mit 0,01uM und 10uM 13-cisRA bei 1,01 und 1,17. Die relative Ex-
pression von CRABP Il betragt bei 0,01uM und 10uM ATRA 1,67 und 1,86, bei
0,01uM und 10puM 13-cisRA 1,90 und 1,72.

Der Retinsaurekernrezeptor RARa zeigt eine relative Basalexpression von 1,96.
Die Behandlung mit 0,01puM und 10uM ATRA bzw. 0,01uM und 10uM 13-cisRA
fihrt zu einer relativen Expression von 1,55 und 1,82 bzw. 1,60 und 1,58. Mit
Hilfe des PCR-ELISA kann die geringe Expression des nukledren Retinsaure-
rezeptors RARP nachgewiesen werden. Sie liegt basal bei 0,12 und betragt bei
Behandlung mit 0,01uM ATRA 0,11, bei 10uM ATRA 0,12. Die Behandlung mit
0,01uM und 10puM 13-cisRA fihrt zu einer relativen Expression von 0,11 und
0,10. Der Retinsaurerezeptor RARYy zeigt eine relative Basalexpression von
1,77. Nach Behandlung mit 0,01uM und 10uM ATRA bzw. 0,01pM und 10uM
13-cisRA 1aBt sich eine relative Expression von 1,58 und 1,51 bzw. 1,47 und
1,57 nachweisen. Auch die Expression des nukledre Retinsaurerezeptors
RXRa kann nun mit Hilfe des PCR-ELISA nachgewiesen werden. Die Basalex-
pression liegt bei 0,19. Die Behandlung mit 0,01uM ATRA bzw. 13-cisRA fluhrt
zu einer relativen Expression von 0,17. Bei einer Behandlung mit 10uM ATRA
bzw. 13-cisRA |aBt sich eine relative Expression von 0,17 bzw. 0,18 nachwei-
sen. Der Kernrezeptor RXRp zeigt eine Basalexpression von 1,80. Durch die
Behandlung mit 0,01pM und 10uM ATRA kam es zu einer relativen Expression-
steigerung auf 1,92. Bei einer Behandlung mit 13-cisRA in den Konzentratio-

nen 0,01 bzw. 10uM betrug die relative Expression 1,93 bzw. 1,82.
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4.5 Nachweis des zytoplasmatischen Retinsaurebindungspro-
teins CRABP | und des Retinsaurekernrezeptors RARP auf

Proteinebene

Da das zytoplasmatische Retinsaurebindungsprotein CRABP | eine wichtige
Rolle bei der Retinsaureresistenz von Tumorzellen spielt, wurde es mit Hilfe des

Western Blot auf Proteinebene untersucht.

Die Abbildung 14 zeigt den Proteinnachweis fir CRABP | bei der Kolonkarzi-
nomzellinie HCT116. Es wurden sowohl unbehandelte Tumorzellen als auch
Tumorzellen nach Behandlung mit 0,01pM und 10uM ATRA bzw. 13-cis RA
untersucht. Dabei wurde die isolierte Proteinmenge von jeweils 1x10° Zellen
aufgetragen. CRABP | hat ein Molekulargewicht von 16kD (5). Das Molekular-
gewicht der im Western Blot dargestellten Banden 1aB8t sich mit Hilfe des auf-
getragenen Markers Uber eine Eichgerade berechnen. AuBer dem Nachweis
von CRABP | bei 16,2kDa lieB sich noch eine zweite Bande mit 15,7kDa nach-
weisen. Dabei kdnnte es sich um CRABP Il handeln (Molekulargweicht 15kDa)
(5). Als Beladungskontrolle wurde auBerdem Aktin nachgewiesen, das sich wie

EF1a nicht durch Retinoidbehandlung modulieren Iaf3t.

CRABP | - s ' 16,2kDa

- . * 15,7kDa
Aktin -
e i £ T i Ap— 43,2kDa
Kontrolle 0,1uM 10uM 0,1uM 10uM
ATRA ATRA 13-cis RA  13-cisRA

Abb. 14: Nachweis von CRABP | der Zellinie HCT116 auf Proteinebene mittels
Western-Blot nach Behandlung mit ATRA bzw. 13-cis RA.
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In drei unabhangigen Versuchen war CRABP | sowohl basal als auch nach Re-
tinoidbehandlung darstellbar. Abbildung 15 zeigt die densitometrische Auswer-
tung. Die Expression des Bindungsproteins wurde als ein Vielfaches der Aktin-

Expression dargestellt.
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ATRA ATRA 13-cis RA  13-cis RA

Abb. 15: HCT116: Densitometrische Auswertung der relativen Proteinexpres-
sion von CRABP | nach Behandlung mit ATRA bzw. 13-cis RA (Mittel-
werte und Standardabweichungen aus 3 unabhangigen Versuchen).

Die relative Proteinexpression von CRABP | betragt basal 1,78. Eine Behand-
lung mit Retins&ure flhrte zu einer geringen Abnahme der relativen Expression.
Durch die Behandlung mit 0,1uM ATRA kam es zu einer relativen CRABP I-
Expression von 1,21, bei Behandlung mit 10uM ATRA zu einer Expression von
0,85. Eine Behandlung mit 13-cis RA flhrte bei einer Konzentration von 0,1uM
zu einer relativen Expression von 0,89 und bei einer Konzentration von 10uM

zu einer relativen Expression von 1,05.
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Auch der Retinsdurekernrezeptor RARP, der eine wichtige Rolle bei der reti-
noidvermittelten Wirkung spielt, wurde mit Hilfe des Western Blot néher unter-
sucht. Die Abbildung 16 zeigt den Proteinnachweis fir RARP bei der Kolonkar-
zinomzellinie HCT116. Auch hier wurde sowohl die basale Expression als auch
die Expression der Tumorzellinie nach Behandlung mit 0,01pM bzw. 10uM
ATRA und 13-cis RA untersucht. Es wurden jeweils 100ug Protein aufgetragen.
RARp hat ein Molekulargewicht von etwa 52kDa (9). Fir die im Western Blot
dargestellte Bande errechnet mit Hilfe der Eichgerade ein Molekulargewicht von
52,6kD. Als Beladungskontrolle wurde auBerdem wieder Aktin nachgewiesen.

RARB - R  _ R s 52 6kDa
AKLIN - - _— o Wess 47,1kDa
Kontrolle 0,1uM 10uM 0,1uM 10uM
ATRA ATRA 13-cis RA  13-cis RA

Abb. 16: Nachweis von RARP der Zellinie HCT116 auf Proteinebene mittels
Western-Blot nach Behandlung mit ATRA bzw. 13-cis RA.
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Abbildung 17 zeigt die densitometrische Auswertung von drei unabhangigen
Experimenten. Die RARB-Proteinexpression wird als ein Vielfaches der Expres-

sion von Aktin dargestellt.
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Abb. 17: HCT116: Densitometrische Auswertung der relativen Proteinexpres-
sion von RARP nach Behandlung mit ATRA bzw. 13-cis RA (Mittel-
werte und Standardabweichungen aus 3 unabhangigen Versuchen).

Die relative Basalexpression von RARP betragt 1,19. Durch eine Behandlung
mit Retins&ure lieB sich die Expression nicht wesentlich verandern. Nach Be-
handlung mit 0,01uM ATRA betrug die relative Expression 1,09, nach Behand-
lung mit 10uM ATRA 0,9. Eine Behandlung mit 0,1uM bzw. 10uM 13-cis RA

fihrte zu einer relativen Proteinexpression von 1,21 bzw. 1,35.
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4.6 Sequenzierung der codierenden DNA-Abschnitte fur
CRABP Il und RARP

Um mégliche Mutationen der codierenden DNA-Sequenzen fiir CRABP Il und
RARB in der Zellinie HCT116 nachzuweisen und somit Rickschllisse Uber
mdgliche Funktionsstérungen der Proteine zu ziehen, wurde die cDNA-Sequenz
analysiert. Dabei wurde zunachst, wie in 3.2.3 beschrieben, die vollstandige
codierende Region fir CRABP Il und RARB+ mittels RT-PCR amplifiziert.

Abbildung 18 macht diese amplifizierte cDNA-Sequenz von CRABP Il als Ban-
de einer Agarosegel-Elektrophorese sichtbar. Die vollstidndige Sequenz hat ei-
ne Lange von 453bp. Mit Hilfe des Markers |aBt sich nachweisen, daB die am-

plifizierte Sequenz die gleiche GrdBe hat.

653bp

453bp

234bp
Marker CRABP Il
(453bp)

Abb. 18: HCT116: Darstellung der vollstandig codierenden DNA-Sequenz von
CRABRP Il tGber Agarosegel-Elektrophorese nach Amplifikation mittels
RT-PCR.
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Abbildung 19 zeigt die amplifizierte cDNA-Sequenz von RARB+. Bei der in
Bande A dargestellten Sequenz wurden zur Amplifikation die gleichen Primer
verwendet, die auch zum Nachweis von RARp auf RNA-Ebene mittels RT-PCR
verwendet wurden (s. 4.3). Dabei handelt es sich nur um einen Teil der voll-
stédndig codierenden Sequenz. Mit Hilfe der modifizierten Durchflihrung der
cDNA-Synthese und RT-PCR (s. 3.2.3) lieB sich das RARp-Fragment hier
nachweisen. Bei der in Bande C dargestellten Sequenz wurden zur Amplifikati-
on Vollange-Primer verwendet (s. 3.2.3). Die vollstandig codierende Sequenz
fir RARBs hat eine GrdéBe von 1334bp. Die Bande C der Agarosegel-
Elektrophorese entspricht dieser GroBe.

1500bp
1200bp
800bp
A B C
(783bp) (865bp) (1334bp)
C
= A N
' ™~
| | L1
1 | 1 1
- B _J

Abb. 19: HCT116: Darstellung der vollstandig codierenden DNA-Sequenz von

RARpB1 Uber Agarosegel-Elektrophorese nach Amplifikation mittels
RT-PCR.
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Die amplifizierten Genabschnitte wurden anschlieBend durch die Firma MWG
sequenziert. Es wurde eine Doppelstrangsequenzierung durchgefihrt, d.h. der
Genabschnitt wurde in beiden Ableserichtungen sequenziert und als Forward-
bzw. Reverse-Sequenz wiedergegeben. Die so erhaltenen Sequenzen wurden
dann durch Vergleich (DNAsis Software) mit der in der Genbank hinterlegten
Originalsequenz von CRABP |l (Genbank: EMBL, Acc.Nr. M68867) bzw. RARB+
(Genbank: EMBL, Acc.Nr. NM000965) auf Mutationen untersucht.

Abbildung 20 und 21 zeigt die Sequenzanalyse von CRABP II. Abbildung 20
gibt den Vergleich zwischen Originalsequenz und Forward-Sequenz wieder,
Abbildung 21 den Vergleich zwischen Originalsequenz und Reverse-Sequenz.
Der codierende Abschnitt der Originalsequenz liegt zwischen 99 und 515 (30).
Die davor bzw. dahinter liegenden Sequenzen sind keine proteincodierenden
Abschnitte. In den Abbildungen wird in der oberen Zeile die Originalsequenz
und in der unteren Zeile die analysierte Sequenz dargestellt. Ubereinstimmende
Basenpaare sind schwarz unterlegt. Im codierenden Bereich konnte beim Ver-
gleich mit den sequenzierten Abschnitten eine 100%ige Homologie nachgewie-
sen werden. In der cDNA-Sequenz fir CRABP Il war somit keine Mutation

nachweisbar.
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Abb. 20: Vergleich der CRABP Il Originalsequenz (obere Zeile) mit der analy-
sierten Forward-Sequenz (untere Zeile) der Zellinie HCT116.

55



Ergebnisse

110 124
101 GUCCALACTTC TOTGECAACT

= T BT R, T T T
L=l ._JT'._I'-. _.TI._: Latalas |.;| by I-I__|._'r:['|._'r_""_

T T R Ll
AGTGEAGATT

AGTOEAGATCANS

AL TTCAAGE

ATEEEAGEC

AT GERGGUCRT

~RT T

-RACCAACGATC
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Abb. 21: Vergleich der CRABP Il Originalsequenz (obere Zeile) mit der analy-
sierten Reverse-Sequenz (untere Zeile) der Zellinie HCT116.
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Abbildung 22 zeigt die Sequenzanalyse fiir RARB1. Es wird die Originalsequenz
(31) im Vergleich mit der Forward-Sequenz dargestellt. Der codierende Ab-
schnitt der Originalsequenz liegt zwischen 322 und 1668. Die Originalsequenz
wird in der oberen Zeile, die analysierte Sequenz in der unteren Zeile darge-
stellt. Auch hier stellen schwarz unterlegte Basenpaare Ubereinstimmung dar.

A 310 320 330 340
301 ACATTCAGTG CAAGEGAGAT CATGTTTGAC TOTATGGATS TTCTST(SEE
S8 b e e R T N T

B 310 320
301 ACATTCAGTS CAAGLGRASAT
BB 1 aieonim o s aeraime e o e
370 380 390 400
;ﬂigiggﬁgjii ACAC TGCOGA TC
3 TACACT GOGACTC CT T
410 420 430 440

401 TGCT TC TGO TCACTES
55 GCTC TCAR CATGOTIY CAGTGEART
460 470 480 490 500

451 T G2 ATCEECACAC TGOTCEAMTC, AEBSiEEERC AGRGCR
105 TCGE CACT GC GAGCRAC 4

Abb. 22: Sequenzvergleich der RAR1-Originalsequenz (obere Zeile) mit der
analysierten Forward-Sequenz (untere Zeile) der Zellinie HCT116. In
A ist der Basenverlust an Position 355 dargestellt (Kreis). In B ist das
verschobene Ableseraster ab der Mutation zu sehen (Kreis).
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Abbildung 22 zeigt deutlich, daB die in der Originalsequenz an 355. Stelle ste-
hende Base Cytosin in der analysierten Forward-Sequenz nicht nachweisbar
ist. Dies fUhrt zu einem frame shift, einer sogenannten Raster-Mutation in +1

Richtung. Die Folge davon ist ein komplett verschobenes Ableseraster.

Der Vergleich zwischen der Originalsequenz und der Reverse-Sequenz zeigt

eine fast vollstandige Ubereinstimmung (Gegenliberstellung nicht dargestellt).
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5 Diskussion

Retinoide Gben auf viele Tumorzellinien eine antiproliferative und differenzie-
rungsinduzierende Wirkung aus. So konnte sowohl bei in vivo- als auch bei in
vitro-Untersuchungen von verschiedenen Plattenepithelkarzinomzellinien des
Kopf-Hals-Bereichs, der Zervix oder bei Brustkarzinomzellen durch die Reti-
noidbehandlung eine Hemmung des Tumorwachstums gezeigt werden (4, 23,
24, 28). Aber nicht alle Tumorzellinien sprechen auf diese Behandlung an. Ver-
schiedene Glioblastomzellinien, Melanom- oder Kolonkarzinomzellinien erwie-

sen sich als resistent gegentber der Retinoidbehandlung (30, 47, 51).

Da der genaue Mechanismus der retinoidvermittelten Zyto- und Radiotoxizitat
noch nicht vollstandig geklart ist, sollte in dieser Arbeit eine retinoidresistente
Zellinie ndher untersucht werden, um so weitere Aufschliisse Uber die Ursache
der Resistenz und den Wirkmechanismus zu geben. Als retinoidresistente Zelli-
nie wurde die bereits in der Literatur (47) als resistent beschriebene Kolonkarzi-

nomzellinie HCT116 ausgewahlt.

Zunachst wurde in eigenen Versuchen die Wirkung der all-trans-Retinsdure auf
die Kolonkarzinomzellinie Uberprift. Dabei wurden Koloniebildungstests durch-
gefihrt und als Parameter fir die Wirksamkeit der Retinsdure die klonogene
Aktivitat der Zellen ermittelt. AuBer der Zellinie HCT116 wurde als interne Kon-
trolle auch noch die zervikale Plattenepithelkarzinomzellinie HTB35 und die
Plattenepithelkarzinomzellinie des Kopf-/Halsbereichs SCC9 mit ATRA behan-
delt. Diese beiden Zellinien sind bereits detailliert untersucht und als retinoid-
sensitiv beschrieben worden (21). In den eigenen Versuchen zeigte sich bei
beiden Plattenepithelkarzinomzellinien eine deutliche konzentrationsabhangige
Abnahme des klonogenen Uberlebens, wobei die Zellinie HTB35, wie in der
Literatur beschrieben, starker auf eine Behandlung mit Retinsdure reagierte.
Damit konnte die Retinoidsensitivitat beider Zellinien und die korrekte Durchfiih-

rung der Versuche bestatigt werden.

Bei der Kolonkarzinomzellinie HCT116 wurde von Sonneveld et al (47) im Kon-
zentrationsbereich von 0,1 bis 10uM ATRA eine Retinsaureresistenz angege-

ben. In den eigenen Versuchen wurde das klonogene Verhalten der Zellinie
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HCT116 im Konzentrationsbereich 0,01 bis 100uM ATRA untersucht. Hier
konnte gezeigt werden, dafB sich bei einer Behandlung der Tumorzellinie mit
0,01 und 0,1uM ATRA sogar eine leichte Induktion der Proliferation nachweisen
|&Bt. In der Literatur 148t sich eine Stimulation des Wachstums auch bei ande-
ren retinsaureresistenten Zellinien nachweisen. So konnte Takatsuka et al (51)
unter anderem bei der Mammakarzinomzellinie MDA-MB-231 eine Stimulation
des Wachstums durch Behandlung mit ATRA nachweisen. Weiter fihrte in den
eigenen Versuchen eine Behandlung der Kolonkarzinomzellinie HCT116 mit
einer Konzentration von 1uM ATRA zu keiner, bzw. bei einer Konzentration von
10uM ATRA nur zu einer geringen Abnahme der klonogenen Aktivitat. Die
durchgeflihrten Versuche bestatigen, daB die Kolonkarzinom-Zellinie HCT116,
wie von Sonneveld et al beschrieben (47), in einem Konzentrationsbereich von
0,01 bis 10uM ATRA retinsaureresistent ist. Bei einer Konzentration von 100uM
ATRA waren sowohl bei beiden Plattenepithelkarzinomzellinien HTB35 und
SCC9, als auch bei der Zellinie HCT116 im Koloniebildungstest keine Zellen
mehr nachweisbar. Daraus 1aBt sich schlieBen, daB die Retinsaure in diesem
Konzentrationsbereich sowohl bei retinoidsensitiven als auch bei retinoidresi-
stenten Zellinien toxisch wirkt. Da die Zellen bei dieser Retinsaurekonzentration
nicht Uberleben und sich vom Boden der 6-well-Platten I6sen, lassen sich nach
12tagiger Inkubation im Koloniebildungstest keine Zellen mehr nachweisen.

Als Chemotherapeutikum zur Behandlung bésartiger Tumoren konnten ver-
schiedene préklinische und klinische Studien zeigen, daB die Retinsdure bei
sensitiven Tumorzellinien auch in der Radiotherapie eine wichtige Rolle spielt.
Durch die radiosensibilisierende Wirkung der Retinsédure ist es méglich, die Ef-
fektivitat einer alleinigen Radiotherapie durch Kombinationsbehandlung mit Re-
tinsdure zu erhdhen und gleichzeitig das gesunde Gewebe zu schonen. Diese
Wirkung stellt einen wichtigen Faktor in der Strahlentherapie dar, da bei glei-
cher Wirkung mit niedrigeren Dosen bestrahlt werden kann und so die durch
Bestrahlung erzeugten Nebenwirkungen gesenkt werden kdénnen. Klinisch an-
gewandt wurde diese radiosensibilisierende Wirkung zum Beispiel bei Patien-
tinnen mit fortgeschrittenem Zervixkarzinom oder bei Patienten mit Plattenepit-
helkarzinomen des Kopf- Hals- Bereichs (12, 14). Desweiteren konnten in-vitro-
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Versuche mit Retinsaure bei bestimmten Brustkrebs- und Melanomzellinien ei-
ne radiosensibilisierende Wirkung feststellen (45, 46). Hoffmann et al (20)
konnten unter anderem auch bei den Plattenepithelkarzinomzellinien HTB35
und SCC9 eine, gegentber alleiniger Retinoid-Behandlung, signifikant erhdhte
Inhibition der klonogenen Aktivitat bei kombinierter Retinoid/Radiatio-
Behandlung nachweisen. Auch bei der Zellinie HCT116 wurde eine sensibilisie-
rende Wirkung der Retinsaure unter ionisierender Bestrahlung mit 2Gy unter-
sucht. Durch die alleinige Bestrahlung der Zellen konnte die klonogene Aktivitat
um etwa 40% gesenkt werden. Durch eine Kombination aus Bestrahlung und
Behandlung mit ATRA lieB sich dieser Effekt jedoch nicht weiter steigern. Somit
|aBt sich bei der Kolonkarzinomzellinie HCT116 kein radiosensibilisierender
Effekt der all-trans-Retinsaure nachweisen. Uber die zwei Versuchsansétze
immediate und delayed plating wurde auBerdem der Reparaturmechanismus
der Zellinie HCT116 Uberprift. Bei delayed plating ist es den Zellen méglich,
Schaden, die durch die ionisierende Bestrahlung entstanden sind, zu reparie-
ren. Dadurch liegt die klonogene Aktivitat bei Zellen mit intaktem Reparaturme-
chanismus nach delayed plating héher als nach immediate plating. Bei der Tu-
morzellinie HCT116 konnte kein Unterschied zwischen der klonogenen Aktivitat
bei immediate plating und bei delayed plating festgestellt werden. Dies kénnte
darauf hindeuten, daB die Erholungsfahigkeit der Kolonkarzinomzellinie
HCT116, d.h. méglicherweise die Reparatur potentieller letaler DNA-Schaden
beeintrachtigt ist. Untersuchungen von Brattain et al (8) haben ergeben, daB die
Zellinie HCT116 aufgrund einer Mutation eine fehlerhafte Reparatur durchfihrt
(missmatch-repair). Durch diese Mutation kdnnte es der Zellinie nicht mdglich
sein, die durch die ionisierende Bestrahlung erfolgten Schaden zu reparieren.

Die vorangehenden Versuche verdeutlichen, daB es sich bei der Zellinie
HCT116 um eine retinoidresistente Zellinie handelt. Um ein solches Nicht-
Ansprechen auf Retinsauren zu erklaren, mu3 der molekulare Wirkmechanis-
mus der Retinoide naher untersucht werden. Dieser Wirkmechanismus erfolgt
zum einen Uber die zytoplasmatischen Retinsaure-Bindungsproteine (CRABP |
und Il) und zum anderen Uber kernstdndige Retinsdurerezeptoren (RARs und
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RXRs). Aus diesem Grund wurden verschiedene Resistenzmechanismen so-
wohl auf Transportebene als auch auf Kernrezeptorebene naher analysiert.

Bei den zytoplasmatischen Retinsdure-Bindungsproteinen lassen sich zwei
Proteine mit relativ gegensatzlicher Wirkung unterscheiden. Wahrend CRABP |
den Abbau der Retinsaure férdert und die RA aus der Zelle transportiert und
somit eine Wirkung der RA auf die Zelle verhindert, scheint CRABP Il fiir den
Transport der RA in den Zellkern verantwortlich zu sein und vermittelt so die
Wirksamkeit der RA auf die Zelle (5). Ein theoretisch méglicher Resistenzme-
chanismus ware somit ein relativ hoher Gehalt an CRABP | in der Zelle, wo-
durch die RA nicht zum Zellkern gelangen kann und ohne EinfluB auf das Pro-
liferations- bzw. Differenzierungsverhalten der Zelle genommen zu haben, in
der Zelle abgebaut oder aus der Zelle ausgeschleuBt wird. Diese theoretische
Uberlegung konnte von Boylan et al bei einer Teratokarzinomzellinie bestatigt
werden (6). Eine Uberexpression des CRABP I-Proteins fiihrte bei diesen Zel-
len zu einer herabgesetzten Retinsduresensitivitat. Auch Hoffmann et al konn-
ten diesen Resistenzmechanismus bei Plattenepithelkarzinomzellinien bestati-
gen (20). Hier zeigte sich, daB bei der resistenten Pharynxkarzinomzellinie
HTB43 im Gegensatz zur Zervixkarzinomzellinie HTB35 eine deutlich héhere
basale CRABP I-mRNA-Expression nachweisbar war. In eigenen Versuchen
wurde nun bei der Kolonkarzinomzellinie HCT116 der basale Gehalt von
CRABP | und CRABP Il auf mRNA-Ebene mit Hilfe der RT-PCR und des PCR-
ELISA untersucht. Hier zeigte sich, daB CRABP Il deutlich starker als CRABP |
exprimiert wurde. Das Verhaltnis CRABP Il : CRABP I lag beim Nachweis mit-
tels Agarosegel-Elektrophorese bei 2,08, d.h. die Basalexpression von CRABP
[l war mehr als doppelt so hoch als von CRABP I. Mit Hilfe des PCR-ELISA
konnte dieses Ergebnis bestatigt werden. Hier lag das Verhaltnis der basalen
Expression von CRABP Il : CRABP | bei 1,58. Mit Hilfe des Western-Blots lie3
sich CRABP | auch auf Proteinebene nachweisen. Ein Antikérper fir CRABP I
ist derzeit kommerziell nicht erhaltlich. Da sich jedoch regelmaBig mit Hilfe des
monoklonalen CRABP |-Antikérper zusatzlich eine zweite, etwa 500Da leichtere
Proteinbande nachweisen lieB und CRABP | und Il zu 74% sequenzidentisch
sind (5), ist es sehr wahrscheinlich, daB es sich dabei um den Nachweis von
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CRABP Il auf Proteinebene handelt. Da diese Vermutung aber nicht gesichert
werden kann, wurde auf Proteinebene kein Verhaltnis CRABP | : CRABP Il be-
rechnet. Die beschriebenen Ergebnisse zeigen, daB die resistente Tumorzelli-
nie HCT116 auf mRNA-Ebene CRABP | deutlich schwacher exprimiert als
CRABP Il. Damit sprechen diese Ergebnisse gegen den oben beschriebenen

mdglichen Resistenzmechanismus.

Als weiteren mdglichen Erklarungsansatz fur die Resistenz der Tumorzellinie
HCT116 wurde die Uberlegung angestellt, daB CRABP Il méglicherweise nicht
intakt ist und so die oben beschriebene Funktion nicht erflllen kann. Dadurch
wirde die RA trotz héherer Expression des zytoplasmatischen Retins&urebin-
dungsproteins Il durch den Defekt nicht zum Zellkern gelangen und so keinen
EinfluB auf die Zelle ausiiben kénnen. Zur Uberpriifung dieses Erklarungsan-
satzes wurde eine Sequenzierung der codierenden Region von CRABP Il ver-
anlaBt, um so eine mdgliche Mutation aufzudecken. Die Genanalyse von
CRABP |l erbrachte jedoch eine 100%ige Ubereinstimmung im codierenden
Bereich. Damit kann in diesem Bereich eine Mutation ausgeschlossen werden
und das Bindungsprotein Il als intakt und funktionsttichtig gelten. Die Untersu-
chung der Bindungsproteine erbrachte somit keinen Hinweis auf den Resi-
stenzmechanismus der Zellinie HCT116.

AuBer der Basalexpression wurde auch eine mégliche Modulierbarkeit der Bin-
dungsproteine durch eine Retinsdure-Behandlung untersucht. Bei der Kolon-
karzinomzellinie HCT116 lieBen sich beide zytoplasmatischen Retinsaure-
Bindungsproteine CRABP | und CRABP |l sowohl auf RNA- als auch auf Pro-
teinebene durch eine ATRA- bzw. 13-cisRA-Behandlung nicht modulieren. Im
Gegensatz dazu konnten Astrom et al zeigen, daB3 zwar bei CRABP | keine Ex-
pressionsveranderung durch eine RA-Behandlung nachweisbar ist, die Expres-
sion von CRABP Il aber normalerweise durch RA-Behandlung induzierbar ist
(2). Da diese Induktion Uber ein RAR/RXR-Heterodimer erfolgt, wurden nun die
Kernrezeptoren genauer untersucht.

Bei der Vermittlung der Retinoid-Wirkung im Zellkern spielen die kernstandigen
Retinsaurerezeptoren eine groBe Rolle. Diese Rezeptoren gehdren zu den Ste-
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roid-Thyreoid-Hormonrezeptoren und lassen sich in die Untergruppen RARa,
und v und RXRa, B und y unterteilen. Die Rezeptoren binden als Dimere an die
DNA. Durch Bindung der RA an den Rezeptorkomplex kommt es zu einer Kon-
formationsénderung, die eine Transkription der DNA ermdglicht. Bei den nu-
klearen Retinsdurerezeptoren handelt es sich damit um ligandeninduzierbare
Transkriptionsregulatoren (37). Da die Rezeptoren nicht nur untereinander,
sondern auch mit anderen  Rezeptoren der  Steroid-Thyreoid-
Hormonrezeptorfamilie Dimere bilden, vermitteln sie auf sehr komplexe Weise
ihre biologische Wirkung (43).

Da die verschiedenen Kernrezeptoren wahrend der Entwicklung und Differen-
zierung eines Lebewesens unterschiedlich exprimiert werden (38), kann man
vermuten, daB jeder Rezeptor durch den EinfluB auf bestimmte Gene eigene
spezifische Funktionen erflllt. Ein abweichendes Expressionsmuster der Kern-
rezeptoren in einer Zelle kénnte die regulierende Wirkung der Retinoide aufhe-
ben und so zu einer Retinsaureresistenz dieser Zelle fuhren. Diese Vermutung
konnte zum Beispiel bei Untersuchungen an Pankreaskarzinomzellen bestatigt
werden. Bei diesen Tumorzellen kam es durch den Verlust von RARy zu einer
verminderten Retinoidsensitivitat (27). Viele Tumorzellinien zeigen allerdings
ein sehr konserviertes Verteilungsmuster der kernstandigen Retinsaurerezepto-
ren (11, 28). Bei verschiedenen Plattenepithelkarzinom-Zellinien konnte gezeigt
werden, daf sich von den Kernrezeptoren vor allem RARa, RAR y und RXRp
nachweisen lassen, soda3 man vermuten kann, daB die Wirkung der Retinsau-
re hauptsachlich Uber diese drei Rezeptoren vermittelt wird. Eine durch die Be-
handlung mit Retinsdure bedingte Modulation der Rezeptoren zeigte keine Kor-
relation mit der Hemmung der klonogenen Aktivitat (11).

Bei der Zellinie HCT116 wurde das Expressionsmuster der nukledren Retin-
saurerezeptoren auf RNA-Ebene mittels RT-PCR und PCR-ELISA untersucht.
Von Sonnefeld et al (47) wurde die Zellinie aufgrund von Northern-Blot-
Ergebnissen als RARao-, B- und y-negativ beschrieben. Die RXR-Rezeptoren
waren nicht untersucht worden. In den eigenen Versuchen konnte gezeigt wer-

den, daB sich mit Hilfe der RT-PCR basal sowohl eine RAR«, als auch eine
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RARy und RXRB mRNA-Expression nachweisen |aBt. Die Expression der Kern-
rezeptoren RARB und RXRa war deutlich geringer und konnte nur mit Hilfe der
sensitiveren PCR-ELISA-Detektion dargestellt werden. Diese Verteilung der
Kernrezeptorexpression entspricht dem oben dargestellten konservierten Ex-
pressionsmuster und kann auch durch eine Studie von van der Leede et al (30)
bestatigt werden. Hier wurden speziell verschiedene retinsdureresistente Tu-
morzellinien in Bezug auf ihren Kernrezeptorstatus verglichen. Es zeigte sich,
daB RARa und RARYy in allen Zellinien exprimiert wurde, die Expression von
RARB war in den meisten der 11 untersuchten Zellinien supprimiert. RXRa
konnte deutlich und RXRB nur sehr gering nachgewiesen werden. AuBerdem
zeigte Leede et al (30), daB durch eine Behandlung mit Retinsdure die Expres-
sion von RARP bei manchen Tumorzellinien induziert werden konnte. Bei den
anderen Kernrezeptoren lie3 sich keine Expressionsmodulation nachweisen. In
eigenen Versuchen lieB sich auch bei der Kolonkarzinom-Zellinie HCT116 keine
eindeutige Modulation der Retinsaurerezeptoren nachweisen. Der Kernrezeptor
RARB lieB sich durch die Behandlung mit ATRA bzw. 13-cisRA nicht induzieren.
Wahrend die RARB-Expression in humanen Hautfibroblasten durch Retinséure-
behandlung deutlich induzierbar ist (46), konnte zum Beispiel bei Plattenepit-
helkarzinom-Zellinien des Kopf-Hals-Bereiches ebenfalls keine Induktion des
nukledren Retinsdurerezeptors RARP nachgewiesen werden (11). RARP
scheint in Bezug auf die Tumorentstehung und die retinoidvermittelte Wirkung
eine herausragende Rolle zu spielen. So konnte in verschiedenen Studien dar-
gestellt werden, daB sich dieser Kernrezeptor in gesundem Gewebe nachwei-
sen lieB, die Expression in malignen Zellen jedoch regelmaBig sehr gering bis
nicht mehr nachweisbar ist. In einer Untersuchung von Plattenepithelzellen des
Kopf-Hals-Bereiches wurde nachgewiesen, daB die Expression von RARP be-
reits in dysplastischen Zellen abnimmt und in malignen Zellen sehr stark supp-
rimiert ist (55). Auch in der Studie von Li et al konnte der Kernrezeptor RARB in
Leberkarzinomzellen im Gegensatz zu gesunden Leberzellen nicht mehr nach-
gewiesen werden (31). Durch Transfektion der Zellen mit RARP kam es zur
Differenzierung und zu einem verbesserten Ansprechen der Tumorzellen auf

die Retinsaurebehandlung. Diese Ergebnisse lassen vermuten, daB es sich bei
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RARB um ein Tumorsuppressor-Gen handelt. Eine erniedrigte RARp-
Expression scheint bei vielen Zellinien zu einer neoplastischen Umwandlung zu
fihren und auBerdem zu einer Resistenz gegenuber der regulierenden Wirkung
der Retinoiden. Wie bereits beschrieben, war die Expression von RARf auch
bei der Tumorzellinie HCT116 sehr stark supprimiert und lieB sich nur mit dem
sensitiveren PCR-ELISA-Detektionsverfahren nachweisen. Dies bestatigt die
oben beschriebenen Untersuchungen an anderen Tumorzellen und kénnte be-
deuten, daB es auch bei diesen Zellen durch Veradnderung der RARp-
Expression zu einer malignen Umwandlung in die Kolonkarzinomzellinie
HCT116 kam.

Da der Kernrezeptor RARP bei der Tumorgenese und der Resistenzentwicklung
von Tumorzellen eine wichtige Rolle spielt, wurde die RARpB-Expression der
Zellinie HCT116 auch auf Proteinebene untersucht. Mit Hilfe des Western Blot
lieB sich der Kernrezeptor sowohl basal als auch nach Behandlung mit Retin-
saure nachweisen. Durch die Behandlung lie sich auch auf Proteinebene kei-
ne Induktion des Rezeptors darstellen. Da der Kernrezeptor auf RNA-Ebene nur
sehr schwach detektierbar war, spricht die deutliche Expression auf Protein-
ebene flir eine ausgepragte Translation der mRNA des RARB-Kernrezeptors.
Dieser sichere Nachweis des RARp-Proteins bei der Kolonkarzinomzellinie
HCT116 spricht so gegen eine mdgliche Resistenz der Zellinie aufgrund einer
supprimierten RARB-Expression. Eine mégliche Erklarung ware jedoch, daB der
Kernrezeptor defekt ist und aufgrund dieses Defekts seine regulierende Funkiti-
on nicht austiben kann. Ein weiterer Hinweis fir einen RARB-Defekt ist die Tat-
sache, daB3 in den eigenen Versuchen, entgegen in der Literatur verdffentlichter
Ergebnisse (2), auf mRNA-Ebene keine Induktion des Bindungsproteins
CRABP |l durch ATRA- bzw. 13-cisRA-Behandlung nachgewiesen werden
konnte. Astrom et al (3) konnten zeigen, daB der Kernrezeptor RARP Uber ein
BRARE-Element das zytoplasmatische Retinsaurebindungsprotein CRABP I
induziert. Ein Defekt des Kernrezeptors kdnnte die fehlende retinoidvermittelte
CRABP Il-Induktion der Kolonkarzinomzellinie HCT116 erklaren. Um eine Mu-
tation der proteincodierenden Region nachzuweisen und so Rickschllsse Uber
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eine mdgliche Funktionsstérung des RARp-Proteins ziehen zu kénnen, wurde
die codierende DNA-Sequenzen fir RARP der Zellinie HCT116 analysiert. Hier
zeigte sich, daB Cytosin an Position 355 in der analysierten Sequenz nicht
nachweisbar war. Durch den Verlust einer Base kommt es zu einem soge-
nannten frame shift. Da sich das Ableseraster der codierenden Region um eine
Base verschiebt, ist die Aminosauresequenz ab der angegebenen Stelle veran-
dert. Das Protein ist aufgrund dieser Mutation verandert und kann nicht als
funktionstlichtig angesehen werden.

Die oben diskutierten Ergebnisse zeigen, daB es sich bei der Kolonkarzinom-
zellinie HCT116 um eine retinsaureresistente Zellinie handelt, bei der auch bei
kombinierter Retinsdure/Radiatio-Behandlung kein radiosensibilisierender Effekt
nachweisbar war. Untersuchungen der zytoplasmatischen Bindungsproteine
und der nukledren Retinsaurerezeptorverteilung erbrachten keinen AufschluB
Uber die Ursache der Retinsaureresistenz. Mégliche Erklarung fir das fehlende
Ansprechen auf Retinsaure kdnnte der Nachweis eines Gendefektes des Kern-
rezeptors RARP sein. Aufgrund dieser Ergebnisse kdnnte im weiteren Verlauf
versucht werden, durch eine gezielte Transfektion der resistenten Zellinie mit
dem Kernrezeptor RARB bzw. durch eine Uberexpression von CRABP Il und

Repression von CRABP | eine Sensitivitat zu induzieren.
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6 Zusammenfassung

Die Bedeutung der Retinoide in der Chemo- und Radiotherapie von malignen
Tumoren konnte bereits in zahlreichen praklinischen und klinischen Studien
belegt werden. Die Wirkung der Retinoide bei zahlreichen Tumorzellinien beruht
auf den antiproliferativen, differenzierungs- und apoptoseinduzierenden Eigen-
schaften. Die Kombination der Retinoid-Behandlung mit Radiotherapie kann
auBerdem die Radiotoxizitat signifikant steigern, so daB man von einer radio-
sensibilisierenden Wirkung der Retinoide sprechen kann. Der genaue Wirkme-
chanismus, der den oben beschriebenen Eigenschaften durch die Retinoide
zugrundeliegt, ist noch nicht vollstandig aufgeklart. Es ist bekannt, daB3 die Re-
tinsdure durch Bindung an das zytoplasmatische Retinsdure-Bindungsprotein
CRABP Il in den Zellkern transportiert wird, wahrend eine Bindung an das
zytoplasmatische Retinsaure-Bindungsprotein CRABP | zu einem Abbau der
Retinsaure fuhrt. Im Zellkern wird die Wirkung der Retinsaure tber kernstandige
Retinsaurerezeptoren (RARa, B, Yy und RXRa und B) vermittelt. Diese Rezepto-
ren wirken als ligandeninduzierbare Transkriptionsregulatoren, die zahlreiche
Gene der Wachstums- und Differenzierungskontrolle steuern.

Die Ursache flr ein Nicht-Ansprechen auf eine Retinoidbehandlung bei man-
chen Tumorzellinien ist noch weitgehend ungeklart. Um diese Retinsaureresi-
stenz und damit auch den Retinsdure-vermittelten Wirkmechanismus genauer
aufzuklaren, sollte eine retinsaureresistente Zellinie sowohl auf zellbiologischer
als auch molekuarbiologischer Ebene naher untersucht werden.

Es ergaben sich im wesentlichen folgende Ergebnisse:

*» Die humane Kolonkarzinomzellinie HCT116 ist in einem Konzentrationsbe-
reich von 0,01uM bis 10uM ATRA retinsaureresistent. Bei einer Konzentrati-
on von 0,01uM und 0,1uM ATRA 1aBt sich eine geringgradige Proliferati-

onsinduktion nachweisen.

* Bei kombinierter Behandlung mit 0,1puM bzw. 10uM ATRA und ionisierender
Bestrahlung mit 2Gy 1aBt sich bei der Zellinie HCT116 kein radiosensibilisie-
render Effekt nachweisen.

68



Zusammenfassung

» Der Vergleich zwischen immediate und delayed plating gibt einen Hinweis
auf eine mdglicherweise gestdrte PLD (potential-letal-damage)—Reparatur.

» Untersuchungen auf mRNA-Ebene zeigen, daB bei der Expression der
zytoplasmatischen Retinsaure-Bindungsproteine die Expression von CRABP
[I Gberwiegt. Durch eine Behandlung mit ATRA bzw. 13-cisRA laBt sich we-
der bei CRABP I noch bei CRABP Il eine Induktion nachweisen.

* In der sequenzanalytischen Untersuchung fiir CRABP Il 1aBt sich im protein-

codierenden Bereich keine Mutation nachweisen.

» Bei den kernstandigen Retinsaurerezeptoren Uberwiegt auf mRNA-Ebene
die Expression von RARa, RARy und RXRp. Durch eine Behandlung mit
ATRA bzw. 13-cisRA |aBt sich bei allen Kernrezeptoren keine Modulation

der Expression feststellen.

» Die sequenzanalytische Untersuchung des Kernrezeptors RARP ergibt eine
Mutation in der proteincodierenden Region. Es 1aBt sich der Verlust der Ba-
se Cytosin an Position 355 nachweisen. Der daraus folgende frame shift

fihrt zu einem veranderten und nicht funktionsféahigen Protein.

Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dalB es sich bei der Kolonkarzi-
nomzellinie HCT116 um eine retinsaureresistente Zellinie handelt. Wahrend die
Untersuchungen der zytoplasmatischen Bindungsproteine keinen Aufschluf3
Uber den Resistenzmechanismus erbrachten, kann der Nachweis des defekten
RARB-Proteins diese Resistenz mdglicherweise erklaren. Die Ergebnisse ver-
deutlichen damit die wichtige Funktion des RARB-Rezeptors bei der retinoid-

vermittelnden Wirkung.
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