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1 Einleitung

1.1 Wachstumsfaktoren, auto- und parakrine Stimulation,

Angiogenese, Neovaskulisierung

Wachstumsfaktoren sind, wie der Name beinhaltet, fir Zellproliferation und
Zellteilung in unserem Korper zustandig. Sie sind l6sliche Substanzen mit
einem relativ niedrigen Molekulargewicht, von 14 kDa (fur Midkine) bis 42 kDa
(fir die langste der 5 verschiedenen Isoformen des Vascular Endothelial
Growth Factors = VEGF).

Wachstumsfaktoren sind teilweise matrixgebunden, wie z.B. basic Fibroblast
Growth Factor (bFGF); andere hingegen werden von den Zellen ins Serum
sezerniert (z.B. Pleiotrophin = PTN; Merenmies und Rauvala, 1990) und wirken
in der Umgebung dieser Zellen auf spezifische Rezeptoren. Hierbei kann man
zwischen einer autokrinen und parakrinen Signaltbertragung unterscheiden:
Bei der autokrinen Stimulation ist die Zelle sowohl Signaldonator als auch
Signalakzeptor, d.h., der Wachstumsfaktor bindet an den Rezeptor derselben
Zelle. So kommt es z.B. durch bFGF zu einer autokrinen Transformation der
Fibroblastenzellinie NIH 3T3 (Yaon und Klagsbrun, 1990).

Im anderen Falle, also bei der parakrinen Ubertragung, wirken die
ausgeschleusten Signalmolekile auf Zellen in der naheren Umgebung der
Zelle, oder sie werden an einen weiter entfernten Wirkort transportiert. Als
Beispiel ist hier VEGF zu nennen, das Uber Rezeptoren, die fast nur auf
Endothelzellen zu finden sind, seine Wirkung austibt (Plate und Warnke, 1997).
Es sind ungefahr 50 Proteine bekannt, die als Wachstumsfaktoren arbeiten. Sie
sind nur im Bereich von 10 ~ bis 10 ~** mol/l vorhanden, was den Nachweis
erschwert (Cross und Dexter, 1991).

In der Embryonalentwicklung spielen Wachstumsfaktoren fir die Proliferation
und Differenzierung eine wichtige Rolle. Beispielsweise findet man im Gehirn

der Ratte eine verstarkte Expression des Faktors Pleiotrophin, der dort den
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Auswuchs von Neuriten stimuliert (Merenmies und Rauvala, 1990).

Der Faktor VEGF gilt als starkster Stimulus fur die Induktion der Angiogenese
(Neufeld et al., 1999; Kim et al., 1993); bFGF kann im Embryo als primordialer
Differenzierungsfaktor die Umwandlung von Ektoderm in Mesoderm einleiten
(Gospodarowiscz, 1987).

Im gesunden Organismus befinden sich diese Mechanismen der
Zellproliferation und Zelldifferenzierung in einem Gleichgewicht, das von den
Wachstumsfaktoren einerseits, von Inhibitoren andererseits reguliert wird. Ein
solcher Inhibitor ist beispielsweise Angiostatin, das die Proliferation von
Endothelzellen verhindern kann (McNamara, 1998). Dahingegen kommt es bei
Tumoren, die ebenfalls solche Mechanismen fir ihre Proliferation verwenden,
zu einem Ungleichgewicht in der Expression der Gene der Wachstumsfaktoren
und der Inhibitoren, sowie der Proteinsekretion. So kdnnen die Tumorzellen

ungehemmt proliferieren.

Unter dem Begriff Angiogenese versteht man die Entstehung neuer Kapillaren
durch Aussprossung bereits bestehender Gefal3e als Antwort auf spezifische
Signale (McNamara, 1998), wie z.B. Zytokine.

Die Hauptaufgabe fallt dabei den Endothelzellen zu, die alle BlutgeféalRe, auch
die neugebildeten, auskleiden und deren Grundbaustein darstellen (McNamara,
1998). Sie behalten wahrend ihrer gesamten Lebenszeit die Fahigkeit zur
Teilung und Fortbewegung.

Unter dem Einfluf? von Hypoxie, oder durch Zytokine, die durch umliegende
Zellen oder durch Tumorzellen freigesetzt werden, kommt es zur Aktivierung
der Endothelzellen. Sie konnen durch Fibrinolyse oder Proteolyse die
extrazellulare Matrix degradieren, um sie zu durchbrechen (Mc Namara, 1998).
Nun findet zum Stimulus hin die Migration und eine Strangbildung statt, woraus
sich anschlieRend durch Zusammenschluf3 von Vacuolen ein Lumen bildet
(McNamara, 1998). Die Endothelzellen sind fahig, die Anzahl und Anordnung
der Blutgefal3e den ortlichen Begebenheiten anzupassen.

Normalerweise ist beim Erwachsenen die Neubildung von GefalRen auf wenige

Situationen wie Wundheilung und Endometrium begrenzt (McNamara, 1998).
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Ansonsten wird sie streng durch ein Gleichgewicht zwischen pro- und
antiangiogenetischen Faktoren reguliert (McNamara, 1998; Folkman, 1995).
Da jedes Gewebe die Blutversorgung zum Uberleben braucht, ist auch das
Wachstum von soliden Tumoren durch deren Blutversorgung begrenzt.

Ohne eigene Kapillaren kann ein Tumor ein Maximalvolumen von 2-3 mm?®
erreichen (McNamara, 1998). Ein Tumor mit einem gré3eren Volumen benétigt
ein Kapillarnetz, um seine Belieferung mit Nahrstoffen und Sauerstoff zu
ermoglichen und Stoffwechselprodukte abzutransportieren (McNamara, 1998).
Welche Umsténde oder Faktoren die Angiogenese auslésen kénnen, ist bisher
nicht vollstandig geklart, da der Beginn der Angiogenese unabhangig vom
Tumorwachstum ist und zu verschiedenen Zeitpunkten wahrend der Neoplasie
einsetzen kann (Folkman, 1990).

Es kommt dabei zu einer Stérung des Gleichgewichts zwischen negativen und
positiven Angiogenesefaktoren, wobei sowohl die antiangiogenetischen
Faktoren (z.B.Thrombospondin) abnehmen, als auch die angiogenetischen
Faktoren (z.B. VEGF) zunehmen missen (Folkman, 1995). Sie werden durch
die Tumorzellen oder durch infiltrierende Zellen wie Makrophagen oder
Fibroblasten freigesetzt oder durch die extrazellulare Matrix mobilisiert
(McNamara, 1998; Folkman, 1995). Nun findet die oben erlauterte Bildung von
Kapillaren durch Endothelzellen statt. Die Blutperfusion und auch die parakrine
Stimulation der Tumorzellen durch zahlreiche Wachstumsfaktoren aus dem
Kapillarendothel verursachen eine Expansion der Tumormasse. Zusétzlich
bietet die Neovaskularisation dem Tumor durch den entstandenen Zugang zum
Blutkreislauf die Moglichkeit zur Metastasierung (McNamara, 1998). Er kann
nun Tumorzellen ausséaen, die wiederum selbst Gefalie bendtigen, um sich zu
solchen Tumoren entwickeln zu konnen (Folkman, 1995).

Zu wichtigen Vertretern der angiogenetischen Faktoren zahlen : Interleukin
growth factor 2 (IGF2), Epidermal growth factor (EGF), Transforming growth
factor a und b (TGFa,b), acid Fibroblast growth factor (aFGF), basic Fibroblast
growth factor (bFGF), Pleiotrophin (PTN), Midkine (MK) und Vascular
endothelial growth factor (VEGF).
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1.2 Der Wachstumsfaktor Pleiotrophin

Pleiotrophin, das auch heparin-binding growth-associated molecule (HB-GAM)
(Merenmies und Rauvala, 1990) oder heparin binding growth factor 8 (HBGF-8)
(Wellstein et al., 1992) genannt wird, ist ein Mitglied der heparinbindenen
Wachstumsfaktorfamilie (Raulo et al., 1991). Das 18kDa schwere Protein teilt
50% seiner Sequenz mit Midkine. Anfanglich wurde es der FGF-Gruppe
zugeordnet, da es viele Eigenschaften mit bFGF teilt (Wellstein et al., 1992;
Merenmies und Rauvala, 1990). Es zeigt aber keine Homologie mit den
Mitgliedern der FGF- Familie (Wellstein et al., 1992; Jager et al., 1997).
Pleiotrophin ist 135 Aminoséauren lang und wird sezerniert. Sein Anteil an
kationischen Aminosauren ist hoch (24% der Reste); mit einem ebenfalls hohen
Anteil von 7% ist Cystein vertreten (Raulo et al., 1991). Wahrend der
perinatalen Periode wird PTN in Gehirn, Darm, Muskeln, Haut, Lungen und
Nieren exprimiert (Merenmies und Rauvala, 1990). Im Gehirn von
Neugeborenen stimuliert PTN den Auswuchs und die Differenzierung von
Neuraxonen. Im Erwachsenenorgansimus wurde die Expression von PTN im
Gehirn, in der Zunge und im Uterus nachgewiesen (Jager et al., 1997).
AulRerdem wurde eine PTN-Expression in Lungengeweben von Erwachsenen
entdeckt (Garver et al., 1993).

Zu den Aufgaben von PTN gehort die Regulation von Wachstums- und
Differenzierungsprozessen wahrend der neuronalen Entwicklung. Desweiteren
stimuliert es die Plasminogen- Aktivator- Produktion. Es wirkt mitogen auf
Fibroblasten, Epithel- und Endothelzellen (Wellstein et al., 1992; Souttou et al.,
1998). In vivo kann es die Angiogenese induzieren, was durch Bildung von
Tubuli in vitro nachgewiesen wurde (Souttou et al., 1998). Durch diese
Eigenschaften spielt es wahrscheinlich auch eine Rolle in der
Tumorangiogenese.

Die Expression von PTN wurde auf3er in normalem Gewebe auch in
verschiedenen Krebszellinien und Krebsgeweben nachgewiesen (Wellstein et
al., 1992; Garver et al.,1994).
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PTN wurde z.B. in Zellinien von Melanom und Brustkrebs, nicht aber in
Melanozyten oder menschlichem Brustepithel nachgewiesen (Souttou et al.,
1998; Wellstein et al., 1992). Bei Patienten mit Pankreaskarzinom und bei
Patienten mit Colon-Karzinom war die Konzentration von PTN im Serum erhéht
(Souttou et al., 1998). In einer weiteren Studie wurde eine Expression und
Sekretion von PTN von den Zellinien des stark metastasierenden kleinzelligen
Bronchialkarzinoms entdeckt, wohingegen keine Expression im normalen
Lungengewebe nachgewiesen werden konnte (Jager et al., 1997). PTN wird
von den Tumorzellen selbst sezerniert (Souttou et al., 1998) und Ubt parakrine
Effekte auf Fibroblasten und Endothelzellen aus. PTN kann die
Fibroblastenzellinie NIH 3T3 transformieren: In Nacktméuse wurden NIH 3T3-
Zellen, die PTN-Plasmid enthielten, injiziert. An den Injektionsstellen kam es zur
Bildung von soliden, stark vaskularisiertenTumoren (Chauhan et al., 1992).

1.3 Der Wachstumsfaktor Midkine

Midkine ist Mitglied einer neuen Familie von heparinbindenen Wachstums- und
Differenzierungsfaktoren und ist 14 kDa schwer. Der Faktor ist ein Produkt des
Retinolsdure-Gens (Kitamura et al., 1993). Er besteht aus zwei Domanen, d.h.
gefalteten Polypeptidketten, die durch Disulfidbricken verbunden sind (Kaname
et al., 1995). Es hat eine Lange von 123 Aminosauren, wovon 25% basisch
sind. Desweiteren hat es 10 Cysteinreste (Miyashiro et al., 1997). Es wird
deshalb einer neuen Familie von Wachstumsfaktoren zugeordnet, weil keine
Homologie zu der Sequenz der FGF-Gruppe besteht. Damit gehért es in die
gleiche Familie wie der Faktor Pleiotrophin, der in 50% seiner Sequenz mit
Midkine identisch ist (Aridome et al., 1998).

Midkine spielt eine wichtige Rolle in der Embryogenese: Man findet es vor allem
wahrend der Midgestationsperiode in vielen Geweben des Mauseembryos,
woher es auch seinen Namen hat. Bei erwachsenen Mausen ist es nur noch in
der Niere (Kitamura et al., 1993) und im Uterus (Tsutsui et al., 1993)

nachweisbar.
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Eine weitere wichtige Funktion tbernimmt MK in der Férderung des
Auswuchses von Neuraxonen (Aridome et al., 1998).

In Endothelzellen der Aorta unterstitzt MK die Aktivitat des
Plasminogenaktivators (Kaname et al., 1995). In einigen Zellinien von
Fibroblasten konnten mitogene Effekte von Midkine nachgewiesen werden
(Miyashiro, 1997).

Midkine wird im gesunden Gewebe der menschlichen Brust (Miyashiroet al.,
1997) und gastrointestinaler Organe exprimiert, wobei jedoch in der Leber kein
MK zu finden ist (Aridome et al., 1998). Eine starke Expression findet man vor
allem im menschlichen Dinndarm, eine schwachere in der Schilddrise (Tsutsui
et al., 1993).

In verschiedenen Tumorzellinien wurde eine starke Expression von MK
festgestellt (Kitamura et al., 1993; Kaname et al., 1995), beispielsweise in
Zellinien des Colon-CAs, Wilms Tumor, HepG2, G401 etc. Dort, wo eine hohe
MK mRNA-Expression stattfindet, wird auch MK-Protein ins Medium sezerniert
(Tsutsui et al., 1993). Durch den Einsatz von Antikérpern gegen MK konnte das
Wachstum von kultivierten Wilms” Tumorzellen teilweise gehemmt werden
(Miyashiro et al., 1997).

Auch in operativ entferntem malignem Gewebe der Mamma (Miyashiro et al.,
1997), gastrointestinaler Organe und des Wilms Tumors (Tsutsui et al.,1993;
Miyashiro et al., 1997) ist die Expression von MKmRNA nachweisbar, nicht
jedoch beim Lebercarcinom (Aridome et al., 1998). Die Expression der mRNA
von MK ist in malignem Gewebe starker als im entsprechenden gesunden
Gewebe (Miyashiro et al., 1997).

Neben dem Wildtyp von MK wurde eine weitere Form entdeckt, die nur 55% der
Grol3e von MK hat. Dieser trunkierten Form fehlt Exon 3 und dadurch die N-
terminale Domane (Kitamura et al., 1993). Mit der vorhandenen C-terminalen
Doméne kann jedoch auch die trunkierte Form von MK ihre Funktionen erfillen
(Miyashiro et al., 1997).

Sie unterstitzt ebenfalls den Auswuchs von Neuronen und die Aktivitat des
Plasminogenaktivators. Durch ihre Anfélligkeit fir Proteasen ist sie jedoch
kurzlebiger als die Wildtypform (Kitamura et al., 1993).
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Das trunkierte Midkine wurde in verschiedenen Krebszellinien entdeckt, z.B. in
Zellinien des Pankreas-CAs, des hepatozellularen CAs,

des Magenadenocarcinoms und in der Zellinie G401, (Kaname et al., 1995;
Miyashiro et al., 1997).

Uberdies wird es wie die Wildtypform von MK in vielen Tumorarten exprimiert
(s.0.). Allerdings entdeckte man im Magen-CA die trunkierte Form erst bei
Tumoren ab Stadium 2 (TNM-Klassifikation). Aul3erdem wurde trunkiertes MK
im Primartumor und in Lymphknotenmetastasen gastrointestinaler Tumoren,
nicht jedoch in Lebermetastasen nachgewiesen (Aridome et al., 1998).

Ganz im Gegensatz hierzu steht das gesunde Gewebe: Die trunkierte Form
konnte hier bisher nicht nachgewiesen werden und scheint daher
krebsspezifisch zu sein (Miyashiro et al., 1997; Aridome et al., 1998; Kaname et
al., 1995).

1.4 Verqgleich: Pleiotrophin und Midkine

Trotz der Homologie in 50% ihrer Sequenz und ihren &hnlichen Funktionen
weisen die beiden Wachstumsfaktoren Pleiotrophin und Midkine Unterschiede
in ihren Expressionsmustern auf. So wird PTN vor allem von Neuroblastomen
stark exprimiert, die sich in den Stadien 1, 2 oder 4s mit spaterer Remission
oder Differenzierung befinden. Dahingegen ist der Spiegel von PTN bei NB der
Stadien 3 / 4 und bei N-myc amplifizierten Tumoren niedrig, bzw. es wird gar
kein PTN exprimiert (Nagakawara et al., 1995). Im Gegensatz dazu findet sich
eine starke Expression von MKmRNA in allen Neuroblastomen. Besonders
stark wird es von aggressiven Formen exprimiert.

Ahnliche Erkenntnisse gewann man durch den Vergleich der Expression der
MRNA beider Faktoren im normalen Lungengewebe gegentiber der im
nichtkleinzelligen Bronchialkarzinom. PTN wird nur in normalem, MK fast
ausschlief3lich in malignem Gewebe exprimiert (Garver et al., 1993).

Beim Mamma-Karzinom sieht dies anders aus: Wahrend MK wieder fast nur im
malignen Gewebe vorzufinden ist, gibt es sowohl im gesunden als auch im

malignen Gewebe eine Expression von PTN (Garver et al., 1994).
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1.5 Der Wachstumsfaktor bFGF

Basic Fibroblast Growth Factor (bFGF), der auch FGF-2 oder Heparin-Binding
Growth factor 2 (HBGF-2) genannt wird, wurde 1974 zum ersten Mal isoliert
(Gospodarowicz et al., 1987).

bFGF kommt in fast allen Geweben vor, die sich von Neuroektoderm oder
Mesoderm ableiten (Gospodarowicz et al., 1987), und aul3erdem in den sich
hieraus entwickelnden Tumoren, wie z.B. Melanom, Chondrosarkom und
Hepatom (Wright und Huang, 1996). Er kommt in vielen Tumorzellinien, wie z.B
in der Neuroblastomzellinie IMR32 (Janet et al., 1995), in der Prostatazellinie
LNCaP (Zuck et al., 1995) u.v.m. vor und wird von endothelialen Zellen
synthetisiert (Abraham et al., 1986). Die Endothelzellen exprimieren sowohl das
Gen als auch das biologisch aktive Produkt des Faktors (Gospodarowicz et al.,
1987). Viele Zellen speichern bFGF in einer biologisch inaktiven Form
(Abraham et al., 1986), die im Zuge der Tumorzellvermehrung freigesetzt und
aktiviert werden kann. bFGF kommt auch im Nucleolus von Zellen vor (Yaon
und Klagsbrun, 1990; Wright und Huang, 1996), was auf eine Kontrolle des
basalen Zellwachstums durch Regulation der Gen-Transduktion hinweisen
konnte.

Der Faktor wird als 155 Aminosduren langes Protein synthetisiert, tritt aber in
sequenzierter Form ohne seine aminoterminale Extension von 9 Aminosauren
auf, d.h. mit einer Lange von 146 AS (Abraham et al., 1986). Das Protein ist
nicht glykolysiert, hat keine Disulfidbriicken und wird auch nicht sezerniert
(Abraham et al., 1986; Yaon und Klagsbrun, 1990). Auffallig ist, da? bFGF
keine Signalsequenz besitzt, mit der sich Proteine normalerweise aus der Zelle
ausschleusen kénnen (Wright und Huang, 1996). Durch Zugabe einer
passenden Signalsequenz jedoch kann es zu einem transformierenden
Onkogen werden: Werden NIH-Zellen mit einem Konstrukt, das cDNA von
bFGF mit einer Signalsequenz enthalt, transfiziert, kommt es zu einer
autokrinen Transformation der Zellen durch bFGF. Sie zeigen morphologische
und biochemische Veranderungen, die fir stark transformierte Zellen

charakteristisch sind (Yaon und Klagsbrun, 1990).

10
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bFGF zeigt eine hohe Affinitat zu Heparin und hat zwei Domanen fir die
Bindung an das in der extrazellularen Matrix vorkommende Glycosaminoglycan
(Gospodarowicz et al., 1987). Dabei wirkt Heparin als Stabilisator fir das labile
bFGF- Protein. Wenn es nicht an die Matrix gebunden ist, wird es sehr schnell
inaktiviert (Yaon und Klagsbrun, 1990). Dartber hinaus dient Heparin als
Schutzfaktor fur bFGF vor Inaktivierung durch Hitze oder proteolytischer
Degradierung unter sauren Bedingungen, z.B. in Lysosomen (Yaon und
Klagsbrun, 1990; Wright und Huang, 1996). Dadurch verlangert Heparin die
Halbwertszeit von bFGF.

Viele Zellarten tragen auf ihrer Oberflache spezifische hochaffine Tyrosin-
Kinase-Rezeptoren, die die biologische Aktivitat von bFGF vermitteln (Yaon und
Klagsbrun,1990). Das an den Rezeptor gebundene Protein wird dabei langsam
internalisiert und in der Zelle nicht vollstandig, sondern in Fragmente degradiert
(Gospodarowicz et al., 1987).

bFGF tragt wahrend der Embryonalentwicklung zu Differenzierungs- und
Wachstumsprozessen bei (Gospodarowicz et al., 1987, Wright und Huang,
1996). Es verstarkt den Auswuchs von Neuriten und schiitzt das neuronale
Uberleben im ZNS. Das Wachstum vieler Zellarten und auch Zellinien (z.B.
SW13; Zuck et al.,1992; SK-N-SH; Janet et al., 1995 ) wird durch bFGF
stimuliert, die Differenzierung von Zellen wird entweder inhibiert oder geférdert,
und die Zellalterung wird verzégert (Gospodarowicz et al., 1987).

Desweiteren ist bFGF beim Erwachsenen an der Wundheilung beteiligt.
Gegeniber Endothelzellen, Fibroblasten und Astrogliazellen zeigt es
chemotaktische Fahigkeiten (Yaon und Klagsbrun, 1990). Durch die
unterstiitzende Funktion bei der Degradierung von Kapillarmembranen, bei der
Migration und Proliferation von Endothelzellen und durch die Produktion von
Plasminogen-Aktivator spielt es eine wichtige Rolle in der Angiogenese.
Dadurch wird bFGF auch zu einem Mediator der Tumorangiogenese
(Gospodarowicz et al., 1987). bFGF kann zwar weder Tumoren noch eine
Metastasierung induzieren, aber bei Ubermaldiger Expression des Faktors
kommt es zu Anderungen der Morphologie und zu einer Steigerung des

Wachstums von Zellen:
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So kommt es z.B. bei der Fibroblastenzellinie NIH 3T3 durch die Wirkung von
bFGF zu einer autkorinen Transformation (Yaon und Klagsbrun, 1990; Wright
und Huang, 1996).

1.6 Der Wachstumsfaktor VEGF

Vascular endothelial growth factor (VEGF), auch bekannt als Vascular
Permeabiltiy Factor (VPF), ist ein homodimeres 34-42 kDa schweres
Glykoprotein. Es spielt eine wichtige Rolle bei der Frihentwicklung von
Gefal3en, wo es als zentraler Stimulus fur die Gefal3entwicklung gilt.

VEGF wird in zeitlicher und raumlicher Korrelation mit physiologischen
Ereignissen wahrend der Angiogenese exprimiert (Kim et al., 1993; Plate und
Warnke, 1997). Wenn keine Angiogenese mehr stattfindet, wird VEGF
herunterreguliert, wie es im Gehirn erwachsener Mause gezeigt wurde (Plate
und Warnke, 1997). Daruberhinaus fordert es die vaskulare Permeabilitat,
indem es Blutgefalie fenestriert und Kanale fir aus dem Blut kommende
Proteine bildet. Dadurch erhielt es auch seinen Namen VPF. Dieser Vorgang
kann zu Odemen filhren, z.B. bei Glioblastomen (Plate und Warnke, 1997).
Alle genannten Funktionen erflllt VEGF tber Bindung an spezifische
Rezeptoren, die hauptsachlich auf Endothelzellen vorkommen. VEGF gilt
aul3erdem als mitogener Faktor fur Endothelzellen (Plate und Warnke, 1997).
VEGEF ist auch fir malignes Gewebe wie z.B. fir das Prostata-Karzinom ein
wichtiger Angiogenesefaktor (Ferrer et al., 1998). Der Faktor wird von
verschiedenen Tumorzellinien und von fast allen soliden Tumoren exprimiert
(Barleon et al., 1997). Es wurden hohe Serum-Spiegel des VEGF Proteins bei
Patienten mit Neoplasien von Nieren, Dickdarm, Ovar und Gehirn gefunden und
gleichzeitig eine Korrelation zwischen der Hohe des VEGF-Spiegels im
peripheren Blut und dem Ausmald der Vaskularisierung des Tumors (Ferrer et
al., 1998) bestatigt. Beim Colon-Karzinom wurde beobachtet, daf? sich das
Ausmald der Tumordifferenzierung umgekehrt proportional zur Hohe des VEGF-

Spiegels verhalt.
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Im Vergleich dazu konnte man bei normalem Prostatagewebe und bei benigner
Prostatahyperplasie keine Expression des Faktors (Ferrer et al., 1998), in
weiteren gesunden Geweben nur eine schwache Expression feststellen
(Tokunaga et al., 1998). Der Faktor wird von den Tumorzellen sowohl exprimiert
als auch sezerniert (Plate und Warnke, 1997).

In einem Versuch von Kim et al. (1993) wurden in Nacktmause Tumorzellen
injiziert, die VEGF exprimieren und sezernieren. Bei Zugabe von monoklonalen
Antikorpern gegen VEGF kam es zu einer Wachstumshemmung der Tumoren,
was als ein weiterer Hinweis fir seine Rolle als Wachstumsfaktor gelten kdnnte.
VEGF existiert in funf Isoformen, die als alternative Spliceprodukte der mRNA
entstanden sind. Sie unterscheiden sich in ihrer L&nge und in ihrer Féhigkeit, an
Heparin bzw. Heparansulfat zu binden. Die kiirzeste Form mit einer Lange von
121 Aminoséuren bindet weder an Heparin noch an die extrazellulare Matrix.
VEGF121 und VEGF 165 sind I6sliche Proteine, die beide ins Medium
sezerniert werden. VEGF165 kann an Heparin binden. Die Isoformen VEGF
189 und 206 haben eine hohe Affinitdt zu Heparin und sind meist an
heparinhaltige Proteoglykane der extrazellularen Matrix gebunden. Daneben
kommt noch die Isoform VEGF145 vor, die eine weniger starke Affinitat zu
Heparin zeigt. Die meisten Zellarten produzieren alle VEGF-Varianten, wobei
VEGF 121 und 165 dominieren (Neufeld et al., 1999; Tokunaga et al., 1998).
Die Expression von VEGF wird durch verschiedene &u3ere Einflisse stimuliert.
Als Hauptstimulator gilt die Hypoxie: Je mehr sich ein Tumor vergrof3ert, um so
mehr entfernen sich die Tumorzellen vom nachstgelegenen Blutgefal3. Sie
geraten in einen hypoxischen Zustand und beginnen VEGF zu produzieren.

Ein VEGF-Gradient entsteht, und es bilden sich neue BlutgefalRe in Richtung
des Signals (Neufeld et al., 1999).

Genauso wie der Faktor selbst, wird auch die Produktion seiner Rezeptoren vor
allem durch Hypoxie stimuliert. Es gibt zwei bedeutende Rezeptoren, FLT-1 und
flk-1, die hauptsachlich auf Endothelzellen gefunden werden. Sie kdnnen alle
Isoformen von VEGF binden und dadurch sowohl proteolytische Prozesse als
auch die Migration und die Proliferation von Endothelzellen induzieren, um so

neue Blutgefal3e zu bilden (Barleon et al., 1997).
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Die mitogene Antwort wird durch den FLT-1- Rezeptor vermittelt, der wahrend
der Embryogenese stark produziert, im Erwachsenengehirn dann aber
herunterreguliert wird (Plate und Warnke, 1997).

Seine Produktion kann durch VEGF selbst hochreguliert werden (Barleon et al.,
1997). Der zweite Rezeptor flk-1 (oder KDR) ist zusammen mit FLT-1 fur die
Vermittlung der Zellmigration zustandig (Neufeld et al., 1999).

In der Unterbrechung der VEGF / VEGF-Rezeptor- Signaltransduktion bietet
sich mdglicherweise ein Ansatz zur Therapie von Tumorerkrankungen durch

Hemmung der Angiogenese (Neufeld et al., 1999).

1.7 Mogliche Bedeutunqg proinflammatorischer Zytokine fur

die Requlation heparinbindender Wachstumsfaktoren

Es gibt Hinweise darauf, dal3 proinflammatorische Zytokine, wie Tumor-
Nekrose- Faktor-a (TNF a), Interleukin- 1b (IL-1b) und Interferon g (IFNg) an der
Regulation heparinbindender Wachstumsfaktoren beteiligt sind, da in
peritumoralem Gewebe die Expression dieser Zytokine nachgewiesen werden
konnte.

In Proben von Gehirntumoren entdeckte Nitta et al. (1994) im peritumoralen
Gewebe sowie in den Tumoren selbst, nicht aber im gesunden Gewebe, die
Expression des TNFa-Gens und auch die Produktion von TNFa.

Der Tumor-Nekrose-Faktor a gehdort zu den wichtigen Neuromediatoren bei
neuronalen Erkrankungen. Das 17 kDa schwere, nicht glykolysierte Protein ist
ein Trimer von 157 Aminosduren Lange und wird von vielen verschiedenen
Zellen, wie Monozyten, Makrophagen, Tumorzellen u.a., produziert. Durch
seine Rolle bei der Entstehung hdmorrhagischer Nekrosen in Tumoren erhielt
es seinen Namen. TNFa wirkt pleiotroph auf verschiedene Zellen: Es aktiviert
Tumorzellen, regt die Mitogenese von Fibroblasten an, aktiviert die Expression
von Interleukin-1, u.v.m. (Nitta et al., 1994). Bei TNFa sind einerseits
antiproliferative Effekte auf verschiedene Tumorzellen bekannt,

andererseits kann es das Wachstum von Tumorzellen wie z.B. Zellen des
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Ovarialkarzinoms stimulieren (Wang et al., 1997). Zudem induziert es in der
Prostatakarzinomzellinie Du-145 den Wachstumsfaktor VEGF (Ferrer et al.,
1998).

Wie TNFa wirkt auch das Zytokin Interferon g (IFNg) antiproliferativ auf
verschiedene Zelltypen, wie z.B. auf die Hepatoblastomzellinie HepGZ2,

deren Zellzahl unter IFNg Einflu3 um 23% abfallt (Wang et al., 1997).

Das u.a. von aktivierten T-Zellen produzierte Protein ist ein Dimer von 146
Aminosauren Lange und ist glykolysiert. IFNgwird von verschiedenen
Astrozytomzellinien in kleinen Mengen synthetisiert. Es stimuliert synergistisch
mit Interleukin-1b (IL-1b) die Synthese des TNFa-Gens in Neurogliazellen, und
beide Zytokine werden fir die Proteinsynthese von TNFa bendtigt (Nitta et al.,
1994).

IL-1b ist ein Protein, das vor allem von aktivierten Makrophagen und
Lymphoidzellen synthetisiert wird, 17 kDa schwer und 153 Aminosauren lang ist
(Scheil et al., 1994). Es verstarkt den inhibierenden Effekt von bFGF auf die
Neuroblastomzellinie GIMEN. IL-1b kann von Astrozyten sezerniert werden, die
mit Endotoxin stimuliert wurden. Bei Gehirnverletzungen und degenerativen
Erkrankungen finden sich erhohte IL-1b-Spiegel (Scheil et al., 1994).

Auch IL-1b hat wie TNFa stimulierende Einflisse auf die Sekretion des Faktors
VEGF in der Zellinie Du-145 (Ferrer et al., 1998).

Yoshida et al. (1997) bezeichnet VEGF und bFGF als second messenger von
TNFa. Er behandelte GefaRendothelzellen mit TNFa und wies einen zeit- und
dosisabhangigen Anstieg der Expression der mRNA von VEGF und bFGF
nach. Dies konnte man als parakrinen Loop fir die Neovaskularisierung von
Geweben sehen (Ryuto et al., 1996).

Eine mdgliche Regulation heparinbindender Wachstumsfaktoren durch
proinflammatorische Zytokine ist flr uns insofern von besonderem Interesse,
als eine intraoperative Antagonisierung der Wachstumsfaktoren durch Heparin-
Analoga sinnvoll erscheint. Es konnte bereits nachgewiesen werden, daf3 bei
groRen Tumoroperationen massiv Zytokine in die Blutbahn ausgeschuttet
werden (Barthlen et al., 1994).
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1.8 Das Neuroblastom

Das Neuroblastom (NB) ist der haufigste extrakranielle Tumor im Kindesalter
und geht von den postgangliondren Zellen des sympathischen Grenzstranges
aus.

10% aller onkologischen Erkrankungen im Kindesalter sind Neuroblastome. Sie
sind fur 15% der durch Krebs verursachten Todesfalle in der padiatrischen
Altersgruppe verantwortlich. Die Pravalenz des NB betréagt 1 Fall von 10000
Lebendgeburten, was 525 Neudiagnosen pro Jahr in Deutschland entspricht.
Das Durchschnittsalter der Patienten betragt zum Diagnosezeitpunkt 22
Monate. Die Prognose fur Kinder, bei denen die Diagnose wahrend dem 1.
Lebensjahr gestellt wird, ist glinstiger als die fir altere Kinder (s.Tab.2).

Bei ca. 30% der NB stellt man eine Amplifikation des N-myc Gens fest. Das
Genprodukt des N-myc Gens kodiert fur ein nukleéres Protein, das die
Transkription von Genen steuert, die die Zellproliferation beeinflussen. In NB
kann das N-myc Gen bis zu 700fach amplifiziert sein. Das Auftreten des N-myc
Gens ist assoziiert mit fortgeschrittenem Stadium und schlechter Prognose,
unabhangig von Alter und Stadium zum Zeitpunkt der Diagnose.

In inverser Beziehung zum N-myc Gen steht der Tyrosin-Kinase-Rezeptor A
(TRK —=A) fur den Nerve Growth Factor (NGF), der fir die Differenzierung von
Neuralzellen verantwortlich ist. Eine hohe Expression des TRK-A Rezeptors
bedeutet fur alle Stadien eine gunstige Prognose.

In Neuroblastomen werden Karyotypen von sehr unterschiedlicher
Chromosomenzahl gefunden. Dabei zeigen Tumoren mit diploidem Karyotyp
eine schlechtere Prognose als solche mit einem hyperdiploiden.

Das Ausmal} der GefalRversorgung der Tumoren ist mit der N-myc-
Amplifikation, dem Ausmal3 der Metastasierung und schlechten
Uberlebenschancen positiv korreliert (Brodeur et al., 1988).

Das priméare NB befindet sich bei einem Grol3teil der Patienten im Bauchraum,
wo es als feste unverschiebliche Masse haufig als erstes Symptom tastbar ist.

Weitere anfangliche Symptome kénnen auch Gewichtsverlust, Schmerzen oder
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Aufblahung des Abdomens sein. 50-60% der Kinder befinden sich zum

Zeitpunkt der Diagnose bereits im disseminierten Stadium.

Es gibt ein Screening-Programm u.a. in Japan, das die Bestimmung der

Vanillinmandelsaure oder der Homovanilllinsaure im Urin vorsieht. Diese

entstehen als Abbauprodukte des Katecholaminstoffwechsels und sind beim NB

oft erhoht.

Nach dem abdominellen Ultraschall kommen CT und MRI zur weiteren

Bestimmung des Tumorausmalf3es zum Einsatz.

Bei positiver histologischer Diagnose ist dann die Zuordnung zu einem Stadium

Grundlage fur Therapie und Prognose. Die Einteilung erfolgt nach dem

International Tumor Staging System (INSS), das weltweit anerkannt und bei

allen standardisierten Therapieprotokollen fir NB angewendet wird:

Stadium

Definition

1

Lokalisierter Tumor mit vollstandiger grober Exzision, mit oder ohne
mikroskopischen Ruckstéanden; ipsilaterale LK mikroskopisch NB-

negativ (mit dem Tumor entfernte LK kdnnen positiv sein).

2A

Lokalisierter Tumor mit unvollstandiger grober Exzision; ipsilaterale,

nichtadharente LK mikroskopisch NB-negativ.

2B

Lok. Tumor mit oder ohne kompletter Exzision; ipsilaterale,
nichtadharente LK NB-positiv. Vergrol3erte, kontralaterale LK missen
mikroskopisch NB-negativ sein.

Unresezierbarer unilateraler Tumor, der die Mittellinie Gberschreitet;
oder lokalisierter, unilateraler Tumor mit kontralateraler, regionaler LK-
Beteiligung; oder Mittellinien-Tumor mit bilateraler Extension durch
Infiltration (unresezierbar) oder durch LK-Beteiligung

Jeder Primartumor mit Dissemination zu entfernten LK, Knochen,

Knochenmark, Leber, Haut und/oder anderen Organen

4S

Lokalisierter Primartumor (wie 1, 2A, 2B), mit Dissemination nur in

Haut, Leber, und/oder Knochenmark; Alter des Patienten unter 1 Jahr

Tab.2: Stadieneinteilung des Neuroblastoms nach dem INSS
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Fur Therapie und Prognose kann man nun die Patienten anhand von
biologischen und genetischen Merkmalen in Nieder-, Mittel- und Hoch-Risiko
Gruppen einteilen. Folgende Einteilung stamm von der Children’s Cancer
Group (CCG) und der Pediatric Oncology Group (POG):

Risiko Gruppe Faktoren

Nieder Stadium1
Stadium?2 Alter < 1 Jahr
> 1 Jahr, niedriges N-myc
> 1 Jahr, N-myc amplifiziert; vorteilhafte Histologie
Stadium 4S  vorteilhafte Histologie

Mittel Stadium 3 < 1 Jahr, niedriges N-myc
> 1 Jahr, vorteilhafte Biolgie*
Stadium 4 < 1 Jahr, niedriges N-myc
Stadium 4S  niedriges N-myc

Hoch Stadium 2 > 1 Jahr, ungiinstige Biologie
Stadium 4 < 1 Jahr, N-myc amplifiziert
> 1 Jahr
Stadium 4S  N-myc amplifiziert

[*Eine glnstige Biologie liegt vor bei niedriger N-myc Amplifikation, vorteilhafter Histologie und

Hyperdiploidie (Sauglinge)]

Tab.3: Risikogruppeneinteilung fir Therapie und Prognose von Neuroblastomen
nach der CCG und POG

Bei allen drei Risikogruppen spielt die Chirurgie die Schlisselrolle in der
Therapie des NB, da sie dazu dient, die Diagnose zu sichern und Gewebe fur
biologische und histologische Untersuchungen bereitzustellen.

Bei lokalisierten Tumoren stellt sie die endgultige Therapie dar.
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Dies trifft fir Patienten der ersten Gruppe zu, die nach der vollstandigen
Entfernung des Tumors nur dann mit Chemotherapie behandelt werden, wenn
es zu einem lokalen Wiederauftreten des Tumors kommt. Fir Patienten, die
sich im Stadium 4S befinden, ist eine Exzision selten nétig, da sich hier die
Tumoren haufig spontan zurtickbilden. Alle Patienten der ersten Gruppe haben
eine hohe Uberlebenschance (90 %).

Bei Patienten der mittleren Gruppe wendet man eine Kombination aus
operativer Therapie und moderat aggressiver Chemotherapie an.
Rezidivierende oder irresektable Tumoren werden bestrahlt. Diese Gruppe hat
eine Uberlebenschance von 50-70 %.

Zu einer multimodalen Therapie geht man bei Patienten der Hoch-Risiko-
Gruppe Uber. Trotz Anwendung von Chirurgie, Chemotherapie und
Radiotherapie tUberleben aber nur 10-20 % der Patienten. Neue

Therapieverfahren sind daher dringend erforderlich (Haase et al., 1999).

1.9 Der Wilms Tumor (Nephroblastom)

Der Wilms Tumor (WT) ist der haufigste Tumor der Niere bei Kindern und
Sauglingen. Seine Inzidenz liegt bei 8 von 100000 Kindern unter 15 Jahren
oder einem Fall pro 10000 Sauglingen.

In einigen Fallen des WT tritt eine Deletion am kurzen Arm des Chromosom 11
auf, welche das mutmalliche Wilms Tumor Suppressor Gen (WT1)
miteinschlief3t.

Das Proteinprodukt dieses Gens ist ein Transkriptionsfaktor, der die Expression
anderer Gene reguliert, welche wachstumsinduzierend sind. Die Unterdriickung
dieser Gene durch WT1 erklart moglicherweise seine Rolle als Wilms Tumor-
Suppressor-Gen. Das Auftreten von ,nephrogenen Resten* wird mit dem
Auftreten des WT in Verbindung gesetzt. Unter nephrogenen Resten versteht
man persistierendes Nachnierengewebe Uber die 36. Schwangerschaftswoche
hinaus. Diese Reste werden als pramaligne angesehen. Ein Grol3teil von ihnen
bildet sich spontan zurtick, ohne einen Tumor zu produzieren. Dennoch werden
sie regelmanRig in Assoziation mit Wilms Tumoren gefunden.

Histologisch werden Wilms  Tumoren in niedrigmaligne, intermediare und

19



Einleitung

hochmaligne Formen unterteilt. Zur letzten Gruppe gehéren Kinder mit fokaler

oder diffuser Anaplasie. Das erste Symptom des WT ist meist ein grof3er

abdomineller Tumor. Schmerzen oder Hamaturie treten selten auf. Nach dem

Ultraschall sichert ein CT die Diagnose. Ein Lungen-CT sucht nach mdglichen

pulmonalen Metastasen. Dabei ist entscheidend, ob eine Beteiligung der Vena

renalis vorliegt, da es bei einer Operation zu einer Embolie des Tumors

kommen kann.

Je nach Tumorstadium und Venenbeteiligung wird eine adjuvante

Chemotherapie oder additive Radiotherapie angeschlossen. Praoperative

Behandlung des Tumors mit Radio- oder Chemotherapie ist bei Kindern mit

solitarer Niere, bilateralen Nierentumoren, Hufeisennieren und diffuser

Lungenmetastasierung erforderlich.

Folgende Stadieneinteilung wird von der National Wilms Tumor Study Group
(NWTSG) verwendet:

Stadium Beschreibung

Tumor auf Niere begrenzt und vollstandig entfernt ohne Ruptur oder
Biopsie. Oberflache der Nierenkapsel intakt.

Tumor Uberschreitet die Nierenkapsel, ist aber komplett entfernt
ohne mikroskopische Beteiligung der Réander.

AulRerdem Falle, bei denen vor Entfernung des Tumors eine
Biopsie entnommen wurde oder bei denen es wahrend der

Resektion zu einer Ausstreuung des Tumors im Tumorbett kam.

Ubrigbleibender Tumor, auf das Abdomen beschrénkt, ohne
hamatogene Ausbreitung. In dieses Stadium werden auch
eingestuft: Tumore mit abdomineller Lymphknotenbeteiligung; durch
Tumorruptur verursachte diffuse peritoneale Kontaminationen, weit
uber das Tumorbett hinausreichend; peritoneale Implantate; und

mikroskopische oder grobe positive Resektionen der Rander.

V.

Hamatogene Metastasen

V.

Bilaterale Nierenbeteiligung

Tab.4 : Stadieneinteilung fur Wilms Tumoren nach der NWTSG
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1.10 Das Hepatoblastom

Nach dem Neuroblastom und dem Wilms Tumor steht die Leber an dritter Stelle
der Organe, die im Kindesalter am haufigsten von soliden malignen
Erkrankungen befallen werden. Primare Neoplasien der Leber sind die
zehnthaufigste Ursache flr padiatrische onkologische Erkankungen. Hierbei ist
das Hepatoblastom am haufigsten vertreten. Es tritt fast nur bei Kindern unter 3
Jahren auf; Jungen erkranken 1,5 mal haufiger als Madchen (Reynolds,
M.1999).

Das Hepatoblastom ist ein embryonaler Tumor. Wahrend der Organogenese
kann es zu einer Stérung kommen, die eine Verlangerung der Proliferation von
Zellen zulafit. Dies fuhrt zu einer Ansammlung von unreifem Gewebe, welches
sich dann als embryonaler Tumor manifestiert. Hepatoblastome sind meist
unifokale, gekapselte Tumoren. Man unterscheidet zwei histologische Typen:
Neben der rein epithelialen gibt es eine gemischte Form, die zusatzlich zum
epithelialen Gewebe noch mesenchymale Anteile enthalt.

Es wurde eine Deletion des Chromosom 11 im Tumorgewebe gefunden. Fir
Mitglieder von Familien, bei denen die adenomatosis coli auftritt, besteht ein
erhohtes Risiko fur ein Hepatoblastom(Reynolds, M.1999).

Der Tumor préasentiert sich schmerzlos als eine sich vergrof3ernde abdominelle
Masse. Bei 70% der Patienten ist das Alpha-Feto-Protein im Serum als Produkt
des embryonalen Endoderms erhéht (Reynolds, M.1999).

Das Hauptziel in der Therapie des HB ist die komplette Resektion des Tumors,
woran sich eine Chemotherapie anschliel3t. Bei der Halfte der Patienten ist eine
praoperative Chemotherapie notwendig. Die Uberlebensrate fiir Kinder, deren
Primartumor komplett entfernt werden konnte, tbersteigt 75%. Allerdings
kdnnen nach partieller Hepatektomie Rezidive in Leber und Lunge auftreten
(Reynolds, M.1999). Bei Patienten mit multiplen Tumoren und nodalen

Metastasen ist die Prognose allerdings ungtinstig (Bhattacharya, S. 1998).
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1.11 Fragestellung

In der Behandlung maligner, blastomatdser Tumoren im Kindesalter, besonders
beim Neuroblastom, sind neue Therapieansatze notwendig, um die Prognose
weiter zu verbessern. Ein neuer Ansatz konnte die Antagonisierung
heparinbindender Wachstumsfaktoren sein. Darum ist die genaue Kenntnis der
Expression und Regulation von Wachstumsfaktoren unerla3lich. Deshalb wurde

in der vorliegenden Arbeit folgenden Fragen nachgegangen:

1) Welche der Wachstumsfaktoren Pleiotrophin, Midkine, basic Fibroblast
Growth Factor und Vascular Endothelial Growth Factor werden von Zellinien
von humanen Neuroblastomen, Wilms Tumoren und Hepatoblastomen

exprimiert?

2) Sind die proinflammatorischen Zytokine Tumor- Nekrose- Faktor a,
Interleukin-1b und Interferon g an der Regulation der genannten

Wachstumsfaktoren beteiligt?

22



Material und Methoden

2 Material und Method en

2.1 Gerate, Plastikwaren, Chemikalien und Z ellinien

2.1.1 Gerate

Folgende Gerate wurden fir die Versuche verwendet:
Sterile Werkbank HLB 2472GS: Heraeus Lamin Air, Hanau
Variofuge K :Heraeus- Christ, Osterode
Tischzentrifuge Mikroliter: Hettich, Tuttlingen
Mikrowaage Analytic A 120S: Sartorius, Géttingen
Wasserbad: GfL, Burgwedel

Begasungsbrutschrank: Heraeus, Hanau
ELISA-Reader: Wallac

PCR-Cycler: Mini-Cycler von MJ Research
Elektrophoresegelkammer: Hoefer, San Francisco
UV-Tisch: LTF-Labortechnik

Video Copy Processor(P67E): Mitsubishi

Thermal Paper (K65HM): Mitsubishi

2.1.2 Kunststoffmaterialien

Einmalpipetten: Greiner, Nirtingen

Zentrifugenréhrchen: Greiner, Nirtingen
Zellkulturflaschen (75 cm?) Costar: Tecnomara, Fernwald
Einfrierréhrchen (1,2 ml) Costar: Tecnomara Fernwald
Probengefal3e (2 ml): Eppendorf, Hamburg
Probengefal3e (15 ml):Greiner, Nlrtingen

Makroplatte: Greiner, NUrtingen

Cell-Scraper: Falcon
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2.1.3 Chemikalien

Salze, Losungsmittel und Ethidium Bromid wurden in p.A. Qualitat bei Sigma
und Merck gekauft.

RPMI-1640 Medium, MEM-Earle-Medium, Mc Coy’s 5A-Medium, PBS-Dulbeco,

Trypsin und fétales Kalberserum stammten von der Firma Seromed,Berlin.

Hepes Puffer, Gentamycin , Agarose und Taq Polymerase wurden von der
Firma Gibco, Eggenstein geliefert.

Dimethylsulfoxid (DMSO) war von Merck, Darmstadt.

Die Zytokine TNF-a, IL-1b und IFN-glieferte die Firma PromoCell, Heidelberg.

DNAse und dNTPs stammen von Pharmacia, Freiburg.

Der RNAse Inhibitor wurde von Roche bezogen.

AMV Reverse Transkriptase war von Stratagene.

2.1.4 Zellinien

Die Neuroblastomzellinie IMR-32 wurde am Institut of Medical Research,
Camden, New Jersey etabliert und von der American Type Culture Collection
gekauft.

Die Neuroblastomzellinie Kelly wurde an der Mount Sinai School of Medicine,

New York etabliert und von der Kinderklinik Tiibingen zur Verfiigung gestellt.

Die NB- Zellinie SK-N-SH, wurde am Sloan-Kettering Institut, NY, etabliert und
uber die American Type Culture Collection (ATCC Nr.HTB 11) bezogen.
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Die Zellinie IMR-5.75 wurde uns zusammen mit der Neuroblastomzellinie Wac2
vom DKFZ Heidelberg durch Professor Schwab freundlich zur Verfiigung

gestellt.

Die Hepatoblastomzellinie Hep G2 wurde aus dem Gewebe eines 15 jahrigen
Jungen gewonnen. Die zweite Hepatoblastomzellnie C3A ist ein geklontes
Derivat von Hep G2 und wurde vom Baylor College of Medicine, Houston
erstellt.

Beide Zellinien stellte ebenfalls die American Type Culture Collection bereit.

Die Wilms Tumor Zellinie G401 stammt von einem Tumor eines 3 monatigen
Jungen. Sie wurde von P.T. Peebles, NIH, Bethesda vorgelegt und auch tber
die ATCC bestellt.

2.2 Zellkultur

Die gesamte Arbeit mit Zellkulturen wurde unter sterilen Bedingungen

durchgefuhrt.

Kulturmedien:

RPMI-1640-Medium wird supplementiert mit:
10% FCS
2 mM L-Glutamin
25 mM Hepes-Puffer

50 nmg/ml Gentamycin

Fur den Versuch ,Serumenzug” wurden die gleichen Mengen verwendet,

jedoch ohne Zugabe des Fotalen Kalberserums.
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Mc Coy’s 5a Medium wird supplementiert mit:

10% FCS
1,5 mM L-Glutamin
50 g/ml Gentamycin

MEM mit Earle”s-Salzen wird supplementiert mit:

10% FCS

2 mM L-Glutamin

1,5 g/L Natrium-Bicarbonat

0,1 mM nichtessentiellen Aminosauren
1,0 mM Natrium-Pyruvat

50 pg/ml Gentamycin

Einfriermedium:
40% RPMI
45% FCS
15% Dimethylsulfoxid (DMSO)

Das Medium wird bis zur Verwendung bei —20° C eingefroren.

Herstellung der Zytokin-Stammldsung:

TNFa: 10 pg TNFa werden aufgeldst in:
0,9 ml Aqua destillata
0,1 ml BSA (1mg/ml)

Dies ergibt eine Konzentration von 10000 ng/ml.
Die Lésung wird aliquotiert und bei —20° C eingefroren.
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IL-1b: 10 pg IL-1b werden aufgeldst in:
0,9 ml Aqua destillata
0,1 ml BSA (1mg/ml)

Auch diese Lésung hat eine Konzentration von 10000 ng/ml.
Die Aligoute werden ebenfalls bei —20° C gelagert.

Interferon g 50 ug IFN gwerden aufgel6st in:
4,5 ml Aqua destillata
0,5 ml BSA (1mg/ml)
um so eine Konzentration von 10000 ng/ml zu erhalten.

Lagerung der Aligoute erfolgt ebenfalls bei —20° C.

2.2.1 Anzucht und Subkultivierung der Zellen

Die Neuroblastomzellinien IMR32, Kelly und SK-N-SH wachsen als adharente
Zellen in RPMI- Medium in 5% CO- in einem mit Wasserdampf gesattigten
Brutschrank bei 37° C. Die Hepatoblastomzellinien Hep G2 und C3A sind
ebenfalls adharente Zellen und wurden zu Anfang mit MEM-Earle- Medium, die
Wilms Tumorzellinie G401 mit Mc Coy’s-Medium kultiviert. Nach ca. einer
Woche Kultur in den genannten Medien stellten wir die Versorgung dieser
Zellinien auf RPMI-Medium um.Alle drei Zellinien wachsen unter denselben
Bedingungen wie die Neuroblastomzellinien. Ein Mediumwechsel erfolgt an
jedem 2. Tag. Wenn die Zellen die Konfluenz erreicht haben, werden sie
subkultiviert. Man saugt hierfiir den Uberstand ab und inkubiert die
Neuroblastomzellinien mit 2 ml ImM EDTA in PBS Uber 2 Minuten, die
Hepatoblastomzellinien HepG2 und C3A, sowie G401 mit 1ml Trypsin, das 10
Minuten Einwirkzeit bendtigt. Die Zellen werden dann abgel6st, wobei die mit
Trypsin behandelten Zellen mit dem Cell-Scraper abgeschabt werden missen.
Nachdem man die Zellen auf zwei neue Kulturflaschen verteilt hat (sog.
Passagenwechsel), werden die Flaschen mit 10 ml Medium aufgefullt.
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2.2.2 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Die adharent wachsenden Zellen werden abgeldst, die Zellsuspension in
sterilen Zentrifugenréhrchen 10 Minuten bei 400g abzentrifugiert. Nun
resuspendiert man das Pellet mit 500 M Kulturmedium und gibt 500m
Einfriermedium hinzu. Jetzt wird diese Suspension in ein Einfrierréhrchen
uberfuhrt. Die Zellen werden schonend verpackt und bei —70° C eingefroren.
Zum Auftauen benutzt man das 37° C warme Wasserbad und gibt die Zellen in
eine Kulturflasche mit 10 ml Kulturmedium. Nach einem Tag mul3 das Medium
gewechselt werden, da DMSO eine toxische Wirkung auf die Zellen hat.

2.2.3 Zellzahlbestimmung

100 pl Zellsuspension werden mit 100 pl Trypanblau (0,4%) gemischt und in
eine Neubauer-Zahlkammer gefullt. Nun z&hlt man die Zellen im Mikroskop bei
100-facher Vergrof3erung.Die vitalen Zellen sind ungeféarbt, die toten Zellen
farben sich blau. Die Zellzahl in einem Quadranten (16 groRe Quadrate) mit 10*
und dem Verdinnungsfaktor 2 multipliziert, ergibt die Zellzahl pro Milliliter.

28



Material und Methoden

2.3 Serumentzug und Stimulation mit Zytokinen

2.3.1 Vorbereitung: Zellaussaat

Aus einer dicht bewachsenen Kulturflasche werden die Zellen je nach

Zellinie entweder mit PBS oder Trypsin abgeldst. Nach Bestimmung der
Zellzahl wird die Menge des Suspensionsvolumens, das 2x10 ° Zellen enthalt,
berechnet. Diese Menge wird dann in jeweils zwei Wells einer 6-Loch-
Makroplatte, deren Wells man zuvor mit je 2 ml Nahrmedium gefullt hat,
gegeben.

Auf diese Weise ist es moglich, pro Platte drei Stimulationen und deren
entsprechenden Serumentzug durchzufiihren.

Die Platte wird dann einen Tag lang im Brutschrank inkubiert.

2.3.2 Stimulation mit den Zytokinen TNF a, IL-1b und IFN gund Serumentzug

Zuerst wird der Uberstand aus den Wells abgezogen. Nun ,wéscht* man
vorsichtig die Zellschichten, um die Reste des serumhaltigen Mediums zu
entfernen. Hierzu wird 1ml calcium- und magnesiumhaltiges PBS aufpipettiert
und wieder abgezogen. Fir die Stimulation werden 20 pl der gewlinschten
aufgetauten Zytokin-Stammlésung mit 2 ml serumfreiem Medium verdinnt, um
eine Endkonzentration von 100 ng/ml zu erhalten. Diese L6sung wird dann in
ein Well der Makroplatte gegeben.

Beim Serumentzug, den man parallel dazu durchfuhrt, werden nur 2 mi
serumfreies Medium ohne Zusatze verwendet.

Die Zellen werden nun fir 48 Stunden im Brutschrank inkubiert.

Nach Ablauf der Stimulation bzw. des Serumentzuges tberflihrt man zunachst
die Uberstande in 2 ml Probenréhrchen und zentrifugiert sie 10 Minuten bei
600g. Die so erhaltenen Uberstande werden dann in ein neues Réhrchen
gegeben und bei —70° C eingefroren.
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Zum Abldsen der Zellen aus den Wells verwendet man den Zellinien
entsprechend entweder 2 ml PBS (2 Minuten Einwirkzeit) oder 2 ml Trypsin,
wobei hier wieder nach 10 Minuten Inkubationszeit mit dem Cell-Scraper
nachgeholfen mufl3, um die Zellen abzulésen.

Dann werden die Zellen in ein 2 mI-Réhrchen gegeben, um sie bei 4009

fur 10 Minuten zu zentrifugieren. Dabei ist zu beachten, dal3 man zu

den Zellen von HepG2, C3A und G401 noch jeweils 0,2 ml Nahrmedium geben
mul3, da das Pellet sonst nicht einfrierbar ist.

Desweiteren werden vor dem Zentrifugieren 100 pl der Zellsuspensionen, die
zur Bestimmung der Zellzahl notwendig sind, einbehalten.

Nach dem Zentrifugieren wird der Uberstand vorsichtig abgegossen, und die
erhaltenen Pellets werden ebenfalls bei —70° C engefroren.

2.4 RNA-Isolierung

Die RNA-Isolierung sowie die PCR wurden im Labor von Professor Knabbe im
Robert-Bosch-Krankenhaus in Stuttgart durchgeftihrt.

Die gesamte RNA-Isolierung erfolgt auf Eis. Um Kontaminationen mit RNAsen
zu vermeiden wird autoklaviertes Material verwendet und ausschlie3lich mit
Handschuhen gearbeitet.

Mit Hilfe des RNeasy-Minikits von Qiagen wird aus den Pellets die Gesamt-
RNA isoliert.

2.4.1 Prinzip:

Dieses Verfahren kombiniert die selektive Bindungseigenschatft einer Silikon-
Gel-Membran, mit der Geschwindigkeit der Microspin- Technologie. Ein
spezielles Puffersystem mit hohem Salzgehalt bringt bis zu 100 pg RNA, die
langer als 200 Basenpaare sein mul3, zur Bindung an die Silikon-Gel-Membran.
Biologische Proben werden zuvor in Gegenwart eines stark denaturierenden
Guanidin-Isothiocyanathaltigen Puffers lysiert und homogenisiert. Dieser Puffer

inaktiviert sofort alle RNAsen.
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Hinzugefligtes Ethanol erstellt angemessene Bindungsvoraussetzungen her,
und die Probe wird jetzt auf eine RNeasy-Spin Séule gegeben, wo die RNA an
die Membran bindet und Verunreinungen wirksam weggewaschen werden.

RNA von hoher Qualitat wird dann in 30 pul Wasser eluiert.

2.4.2 Abfolge der einzelnen Teilschritte

Die Plasmamembranen der Zellen und Zellorganellen werden durch Zugabe
von 350 pl RLT-Puffer und anschlielendem Vortexen aufgeldst. (RLT-Puffer
enthalt Guanidin-Isothyocyanat.)

Homogenisierung:

350 ul Ethanol (70%) werden zum homogenisierten Lysat hinzugefiigt und mit
Hilfe einer Pipette vermischt. Ethanol férdert die selektive Bindung der RNA an
die Membran.

Nun gibt man die Probe in die RNeasy Spin-Saule, die sich in einem 2 ml-
Sammelgefal3 befindet und zentrifugiert 15 Sekunden lang bei mindestens
8000g. Die Gesamt-RNA bindet dabei an die Membran.

In drei Waschschritten mit verschiedenen Puffern werden Verunreinigungen
entfernt. Zuerst wird mit 700 pl RW1-Puffer, dann mit 500 pl RPE-Puffer
gewaschen, woran sich beides Mal eine 15 Sekunden lange Zentrifugation bei
mindestens 8000g anschliel3t. Ein abschlieRender Waschvorgang mit 500 pl
RPE-Puffer endet mit einer Zentrifugation von 2 Minuten bei
Maximalgeschwindigkeit. So werden Ethanol-Reste aus dem RPE-Puffer
entfernt, die sonst die weiteren enzymatischen Reaktionen stéren wirden.
Elution: Man pipettiert 40 pl Rnase freies Wasser zu der Probe auf die
Membran und zentrifugiert erneut, 1 Minute lang bei 8000g. Dieser Schritt wird

wiederholt, um ein Eluat von 80 pl zu erhalten.
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2.4.3 DNA-Verdau zur Gewinnung einer DNA-freien Probe

80 ul Eluat

10 pl DNAse 10 x Reaction Buffer

1 pl DNAse 1 (= 10 units)

9 ul Aqua-Spullésung (steril, pyrogenfrei)

werden bei Raumtemperatur 15 Minuten lang inkubiert.

2.4.4 Aufreinigung

Die Aufreinigung dient zur Entfernung der DNAse und erfolgt, ebenfalls mit Hilfe
des RNeasy Minikits, in folgenden Teilschritten:

Zum DNA-Verdau werden 350 pl RLT-Puffer hinzugegeben und vorsichtig mit
der Pipette vermischt.

Zum Lysat gibt man jetzt 250 pl Ethanol (96-100 %) und vermischt beides mit
der Pipette.

Die Probe von 700 pl wird in einer RNeasy Mini-Spin-Saule bei mindestens
8000g 15 Sekunden lang zentrifugiert.

Um die Zellen zu waschen, pipettiert man 500 pl RPE-Puffer auf und
zentrifugiert erneut.

Bei einer Zentrifugation von 2 Minuten bei Maximalgeschwindigkeit nach
Zugabe von 500 ul RPE-Puffer sollen wieder die Ethanolreste entfernt werden.
Zur Elution der RNA von der Membran gibt man 30 pul RNAse-freies Wasser
direkt auf die Membran und zentrifugiert 1 Minute lang bei mind. 8000g.

Man erhalt dabei ein Eluat von 30 pl.

2.4.5 RNA- Konzentrationsbestimmung

Die RNA- Konzentration wird photometrisch bestimmt. RNA besitzt ein
Absorptionsmaximum bei einer Wellenlange von 260 nm.

Per Definition entspricht eine optische Dichte (OD) von 1,0 bei 260 nm einer
RNA- Konzentration von 40 pg/ml.
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Wichtig ist die Abschéatzung des Proteingehaltes der Losung. Viele Proteine

haben ein Absorptionsmaximum von ca. 280 nm. Der Quotient aus Extinktion
E 260: E 280 ist ein Mal? fur die Reinheit der Praparation und liegt in der

GroRRenordnung 1,6- 2,0. Werte Uber 2,0 indizieren einen hohen Anteil an RNA,
wahrend ein Quotient, der unter 1,8 liegt, auf einen hohen Proteinantell

hinweist.

2.4.6 Inteqgritdt der RNA

Die Integritat der RNA wurde in denaturierenden Agarose Gelen (1%)
kontrolliert.

Folgende Ansatze werden dazu bendotigt:

5x MOPS-Puffer:

0,1 M MOPS (3-[N- Morpholino]propanesulfonic acid (pH 7,0), 40 mM Natrium
Acetat, 5 mM EDTA (pH 8,0)

Gel:

100 ml 1x MOPS-Puffer, 1g Agarose, 1,8 ml Formaldehyd, 4 pl Ethidium Bromid

Formamid Loading Buffer 5x:
80% Formamid, 10 mM EDTA (pH 8,0), 1 mg/ml Xylencyanol, 1 mg/ml
Bromphenolblau

Zu 1 pg RNA wird im Verhaltnis 4:1 Formamid Loading Buffer gegeben (0,25ug)
und 5 Minuten bei 95° C aufgekocht. Anschlie3end wird die Probe auf Eis
gekuhlt und auf das vorbereitete Gel geladen. Die Trennung erfoglt dann bei
5-7 Volt pro Minute.

28S und 18S ribosomale RNA- Banden sollten sichtbar werden.

Sind die Banden nicht scharf, sondern erscheinen verschmiert und in Richtung
einer kleineren RNA-Groél3e verschoben, so hat wahrend der Praparation eine

Degradierung der Probe stattgefunden.
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2.5 Reverse Transkriptase, PCR

2.5.1 Prinzip

Da die Polymerasekettenreaktion als Ausgangsmaterial DNA bendtigt, wird
zuerst eine komplementare DNA- Kopie hergestellt. Diese cDNA fertigt man mit
Hilfe der Reversen Transkriptase an.

Reverse Transkriptase ist ein Enzym, das RNA in DNA transkribieren kann und
aus Retroviren isoliert wird. Das angefertigte RNA-DNA-Hybrid kann man in der
PCR einsetzen, wo eine bestimmte cDNA —Sequenz aus dem Gen vermehrt
(amplifiziert) wird. Bei der PCR bedient man sich der Eigenschaften der DNA
Replikation. Zwei Primer, deren Sequenz komplementar zu einem Randbereich
von jeweils einem der beiden Stréange der cDNA sind, fungieren dann als

Startermolekdle fir die DNA-Synthese durch die Tag-Polymerase.

2.5.2 Durchfiihrung

Fur die Reverse Transkription wird folgendes Pipettierschema verwendet:

RT-Mastermix:

11 pl Wasser
2 pl RT 10x Puffer
2 ul dNTPs (1,25mM)
2 pl lower Primer (10uM)

1 pl (=200 ng) RNA werden zu dem Mastermix pipettiert und mit zwei Tropfen
Mineraldl Uberschichtet.

Die Probe wird 5 Minuten bei 65° C im Mini Cycler inkubiert.

Die Probe kommt auf Eis und es werden 1 pl RNAse-Inhibitor (40 U/pul)

und 1 pl AMV (250 mU/ul) dazupipettiert.
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Die Reverse Transkription erfolgt dann im Cycler bei 52° C, 30 Minuten lang mit

einer anschlieenden AMV-Inaktivierung von 1 Minute bei 99° C.

RT 10x Puffer: 100 mM Tris-HCI (pH 8,8), 500 mM KCI, 30 mM MgCly,
0,0,1% (w/v) Gelatine

Das RT-Produkt ist Ausgangsprodukt fir die PCR.

2.5.3 Polymerasekettenreaktion (PCR)

PCR- Ansatz:
PCR-Mastermix:

65,5 ul Wasser
8 ul PCR 10x Puffer
2 ul dNTPs(1,25 mM)
2 pl lower Primer(10 uM)
2 pl upper Primer(10 pM)
0,5 ul Tag-Polymerase (5 U/ul)

Den Mastermix (80 pl) pipettiert man zum RT-Ansatz (20 pl).

10x PCR-Puffer: 100 mM Tris-HCL (pH 8,8), 500 mM KClI, 15 mM MgCiI2,
0,01% (w/v) Gelatine.

Die cDNA wird zuerst bei 94° C fur 5 Minuten denaturiert, dann setzt das PCR-

Programm ein.
PCR-Programm:
1. Zuerst wird die cDNA nochmals bei 94° C fir 3060 Sekunden denaturiert.

2. Bei 55-65° C lagern sich nun die Primer an den jeweiligen DNAEinzelstrang

an. Dieser Vorgang dauert 30-60 Sekunden und wird als Annealing bezeichnet.
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3. Bei 72° C und einer Dauer von 3060 Sekunden erfolgt die Extension. In
Gegenwart von Nukleotiden wird mit Hilfe der Tag-Polymerase die DNA
synthetisiert.

Dieser Zyklus wird 35 Mal wiederholt.

Im Anschlul3 daran erfolgt die Endextension fur 10 Minuten bei 72° C.

Als Endergebnis der PCR enthélt das Reaktionsgemisch nach den 35 Zyklen
ein theoretisches Maximum von 2% doppelstrangigen DNA Molekiilen, die
Kopien der zwischen den Primer gelegenen DNA Sequenz darstellen.

Als Kontrolle wurde eine Transferrin Rezeptor PCR verwendet. Fir den

Transferrin Rezeptor waren kraftige Banden nachweisbar.

Verwendete Primer:

5 Primer (5® 37) 3"Primer (5® 3) Annealing
VEGF |TCT ACC TCC ACC CCG CAT AAT CTG CAT |62°C
ATG CCA AGT GGT GAT
bFGF |GGC CAC TTC AAG TCA GCT CTT AGC AGA |60°C
GAC CCC AAG CA

PTN GGT CTC GAG TAT GGT AAG CTT AGA GGA |56° C
GTT CCA CAG GTG CGT TTC CAACTC AA

ACATC
MK ATG CAG CAC CGA ATC CAG GCT TGG CGT |58°C
GGCTTCCT CTAGT
Trans- |TGA AGC TCACTG AGA CTT TGG ATC GGT |60°C
ferrin- | TGA GCAATG TG TGG TGC

Rez.
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2.5.4 Gelelektrophorese zum Nachweis des PCR-Produktes

Folgende Puffer werden bendtigt:

TAE-Puffer:

2429 Tris in 500 ml Aqua destillata, 57,1 ml Eisessig, 100 ml EDTA (0,5 M)
werden mit Aqua dest. auf ein Volumen von 1 Liter aufgefullt

Loading Buffer (10 fach):

0,25 % Bromphenolblau, 0,25 % Xylenecyanol, 25 % Ficoll (Type 400) in H20

Fur die Elektrophorese verwendet man Agarose-Gel (2%), das mit 50 ml TAE-
Puffer gemischt wird. In 50 ml Puffer wurden zuvor 4 pl Ethidiumbromid (10
mg/ml) geldst.

Der TAE-Puffer dient aul3erdem auch als Laufpuffer und wird vor Beginn in die
Gel-Kammer gegeben.

In die mit dem Probenkamm vorbereiteten Taschen gibt man 10 pl der Proben,
die vorher mit 1 ul Farbstoff (Loading-Puffer) vermischt wurden. Desweiteren
l&aR’t man eine Negativ-Kontrolle und einen Molekulargewichtsmarker mitlaufen:
1 pl Marker (100 bp DNA, 1 ug/ pl), 1 pl Loading Buffer und 10 pl Wasser
werden hierfur vermischt. Die Trennung der DNA erfolgt bei 60 Volt.
Anschliel3end werden die Gele mit UV-Licht bei 260 nm analysiert und mit Hilfe

eines Video Copy Processors dokumentiert.
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2.6 Enzyme-linked immuno sorbent assay (ELISA) zur

Bestimmung d es Wachstumsfaktorproteins im

Zellkulturiiberstand

2.6.1 Prinzip des PTN-ELISA

Eine 96 Loch-Platte wird mit einem murinen monoklonalen Antikdrper gegen
PTN (4B7) beschichtet. Nach mehreren Waschschritten werden die freien
Bindungsstellen in den Vertiefungen mit einer blockierenden Losung besetzt
und dann die Proben und Standards zugegeben. In weiteren Inkubations- und
Waschschritten wird als zweiter Antikorper ein biotinyliertes, affinitdtsgereinigtes
anithuman PTN Immunglobulin G von der Ziege hinzugefugt. Zuerst werden die
Vertiefungen mit einer Streptavidin-konjugierten alkalischen Phosphatase
inkubiert und nach weiterem Waschen schlie3lich mit dem Substrat p-
Nitrophenylphosphat inkubiert. Gemessen wird bei 405nm.

2.6.2 Prinzip des bFGF-ELISA

Der Quantikine®HS-Assay (R&D Systems, Wiesbaden) basiert auf dem Prinzip
des quantitativen ,Sandwich“-ELISAs. Eine mit monoklonalen Antikérpern
beschichtete Mikrotiterplatte bindet bFGF-homologe Proteine.

Unspezifische Bindungen werden ausgewaschen und mit polyklonalen bFGF-
Sekundéarantikérpern, an die alkalische Phosphatase gekoppelt ist, wird dann
an die immunologisch fixierten Proteine gebunden. Nach weiteren
Waschschritten wird eine NADPH-Substratldsung zugegeben, die unter
Abspaltung anorganischen Phopshats in Abhangigkeit der Enzymkonzentration
(entspricht der Menge an gebundenen Sekundarantikdrpern) zu NADH
umgesetzt wird. Das NADH dient einer Verstarkerldsung als Cofaktor. Die
Verstarkerlosung, bestehend aus den Enzymen Dihydrolipoamiddehydrogenase
(Diaphorase, EC 1.8.1.4) und Alkoholdehydrogenase (EC 1.1.1.1), oxidiert
NADH zu NAD" (mittels Dihydrolipoamiddehydrogenase) bzw. reduziert infolge
das enstandene NAD * wieder zu NADH (mittels Alkoholdehydrogenase)
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wodurch sich der Redoxzyklus schlief3t. Die Oxidation des NADH an der
Diaphorase ist gleichzeitg mit der Reduktion des Tetrazoliumsalzes
lodnitrozoliumviolett (INT-Violett) zu einem violetten Formazanprodukt
gekoppelt. Somit ist die gebildete Formazanqualitat unmittelbar von der
gebundenen bFGF-Menge abhéngig.

2.6.3 Durchfiihrung des bFGF-ELISA

Es wird mit einer 96-Well-Mikroplatte gearbeitet, die mit murinen monoklonalen
Antikdrpern gegen bFGF beschichtet ist.

1. In jedes Well werden 100 pl Assay Diluent HD1-3 pipettiert.

2. Dazu kommen 100 pl Standard ( in aufsteigender Konzentration)

oder 100 pl Probe.

Es folgt eine Inkubation bei Raumtemperatur fir 3 h.

3. Nun wird die Platte ,gewaschen*: Nach abgieRen des Uberstandes gibt man
in jedes Well 400 pl Wasch-Puffer, der anschliel3end grindlich entleert wird.
Dies wird 5 mal wiederholt.

4. Es werden jetzt 200 pl bFGF Konjugat in die Wells pipettiert und bei
Raumtemperatur 2 h inkubiert.

5. Anschlie3end wiederholt man die ,Wasche* wie in Schritt 3.

6. 50 ul Verstarker-Losung werden in die Wells pipettiert und bei
Raumtemperatur 30 Minuten inkubiert.

7. Zuletzt werden 50 pl Stop-Ldsung hinzugefiigt.

8. Mit einem Mikroplatten-Leser werden bei 490 nm die optischen Dichten
bestimmt und daraus die Konzentrationen fur bFGF berechnet.

Verwendete Reagentien:

bFGF Konjugat:: polyklonaler Antikbrper gegen bFGF, mit alkalischer
Phosphatase konjugiert

bFGF-Standard: rekombiniertes humanes bFGF in gepufferter Proteinbase
Assay Diluent HD1-3: gepufferte Proteinbase

Wasch-Puffer: gepuffertes Detergens
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Verstarker-Losung: gepufferte Loésung, Ethanol- und INT-Violett-haltig, mit
Stabilisatoren
Stop-LOsung: 2N Schwefelsaure

2.6.4 Prinzip des VEGF-ELISA

Dieser Assay verwendet ebenfalls die Methode des quantitativen ,Sandwich*-
ELISAs. Ein fur VEGF spezifischer Antikérper wurde auf eine Mikrotiterplatte
aufgebracht. Man pipettiert Standards und Proben in die Wells und
vorhandenes VEGF wird an den festen Antikdrper gebunden.

Nachdem alle Uberschiussigen Substanzen herausgewaschen wurden,

kommt ein VEGF spezifischer polyklonaler Antikorper,

der an ein Enzym gebunden ist, in die Wells. Anschlie3end erfolgt ein
Waschschritt, der ungebundene Reagentien herauswascht. Nun wird
Substratlésung in die Wells pipettiert und proportional zum gebundenen VEGF
kommt es zu einer Farbentwicklung. Sie wird gestoppt und die Intensitat der

Farbe wird gemessen.

2.6.5 Durchfiihrung des VEGF-ELISA

Wir arbeiten mit einer Mikroplatte, die 96 Wells enthalt. Die Wells sind mit
murinen monoklonalen Antikorpern gegen VEGF beschichtet.

1. In jedes Well werden 50 pl Assay Diluent RD1W pipettiert.

2. Dazu werden jeweils 200 ul Standard (in aufsteigenden Konzentrationen)
oder 200ul Probe pipettiert. Es folgt eine Inkubation von 3 h bei
Raumtemperatur.

3. Nachdem der Uberstand aus allen Wells abgegossen wurde, folgt ein
Waschvorgang: In jedes Well werden 400 pl Waschpuffer gegeben und wieder
grundlich entleert. Dies wird dreimal wiederholt.

4. 200 pl VEGF Konjugat werden nun in jedes Well pipettiert und 2 h bei
Raumtemperatur inkubiert.

5. Es folgt wieder ein dreifacher Waschvorgang wie in 3.

6. In jedes Well werden anschlieRend 200 pl Substrat-Lésung gegeben und 20

Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.
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7. Nun werden 50 pl Stop-Ldsung in jedes Well pipettiert.
8. Mit einem Mikroplatten-Leser wird innerhalb 30 Minuten die optische Dichte
bei 450 nm bestimmt und daraus die Konzentration von VEGF berechnet.

Verwendete Reagentien:

VEGF Konjugat: Polyklonaler Antikdrper gegen VEGF, an Meerrettich-
Peroxidase konjugiert

VEGF-Standard: rekombiniertes humanes VEGF 165, in gepufferter Protein-
Base

Assay Diluent RD1W: gepufferte Proteinbase

Wasch-Puffer: gepuffertes Detergens

Substratlésung: stabiles Hydrogen-Peroxid, stabiles Chromogen
(Teramethylbenzidine)

Stop-LOsung: 2 N Schwefelsaure

2.7 Statistik

Zur Stabilisierung der Varianz wurden die Werte logarithmisiert. Fur jeden
Wachstumsfaktor wurde unter Beriicksichtigung von Zellinie, Bedingungen und
Wechselwirkungen der zwei-faktorielle ANOVA-Test durchgefiuhrt.
Anschliel3end wurden fur ausgesuchte Vergleiche T-Tests vollzogen.
Anpassungen fur multiple Tests wurden gemaf Bonferroni (Miller, R.G.1981)
ausgefuhrt.

Bei den Grafiken stellen die Werte Mittelwerte +/- SEM dar.
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3 Ergebnisse

3.1 Expression der Wachstumsfaktoren PTN, MK, bFGF und

VEGF in den Tumorzellinien unter basalen Bedingungen

3.1.1 Pleiotrophin- Expression

Pleiotrophin wird von den Neuroblastomzellinien IMR-32, IMR-5.75, Kelly,
SK-N-SH und Wac2 exprimiert. Die Zellinie Wac?2 zeigt dabei die starkste
Expression. In den Hepatoblastomzellinien HepG2 und C3A und in der

Wilms Tumor-Zellinie G401 ist hingegen keine Expression zu finden. Die Bande
von Pleiotrophin liegt bei 569 bp.
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Abb.1 : Pleiotrophin-Expression (mMRNA) der Zellinien IMR-5.75, Wac2, Kelly,
SK-N-SH und IMR-32 (M=Kontrolle; A=Leerwert); die starkste Bande zeigt
Wac2.
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3.1.2 Midkine- Expression

Die trunkierte Form des Wachstumsfaktors Midkine ist in allen Tumorzellinien
nachweisbar. Wir finden eine starke Expression des 280 bp RNA-Fragmentes in
allen Neuroblastom-Zellinien und in der Wilms Tumor-Zellinie G401. Die beiden
Hepatoblastom-Zellinien exprimieren MK in moderatem Ausmaf3. Den Wildtyp

von Midkine (450 bp) kénnen wir in keiner der Zellinien finden.

SK-N-SH
IMR 32
G401
HepG?2

=
©
N

C3A

M 28 IMR5-75 WAC-2

Abb.2 : mRNA- Expression von trunkiertem Midkine durch die Zellininien IMR-
5.75, Wac2, Kelly, SK-N-SH, IMR-32, G401, HepG2 und C3A (M=Kontrolle;
A=Leerwert)
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3.1.3 bFGF-Expression

Wir beobachten eine schwache Expression von bFGF bei den Zellinien Kelly,
SK-N-SH, IMR-5.75, Wac2 und G401, etwas starker ist sie bei IMR-32. Bei den
Hepatoblastomzellinien HepG2 und C3A wird dagegen keine bFGF mRNA

exprimiert. Die Bande von bFGF liegt bei 397 bp.

I
TN o
> = ™ — [0}
T +« X 2 T 3
M 7 T = o T O
M j2 IMR5-75 WAC-2

Abb.3 :Expression von bFGF(mRNA) bei den Zellinien Kelly, SK-N-SH, IMR-32,
G401, IMR-5.75 und Wac2. Bei HepG2 und C3A sind keine Banden sichtbar.
(M=Kontrolle; A=Leerwert)
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3.1.4 VEGF-Expression
Die mRNA der Isoform VEGFgsist in allen Zellinien zu finden, wobei die

Banden bei den Zellininen C3A und Kelly starker erscheinen. Die Bande fur
VEGF 65 liegt bei 606 bp. Die Doppelbande im oberen bp-Bereich entspricht

wahrscheinlich einem alternativen Transkript.

Kelly
SK-N-SH
IMR 32
G401
HepG2
C3A

M & IMR5-75 WAC-2

Abb.4 : Expression der Isoform VEGF165 (MRNA) von den Zellinien Kelly,
SK-N-SH, IMR-32, G401, HepG2, C3A, IMR-5.75 und Wac2 (M=Kontrolle;
A=Leerwert).Die Banden bei C3A und Kelly erscheinen starker. Die zusatzliche
Bande im oberen bp-Bereich stellt wahrscheinlich ein alternatives Transkript

dar.
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3.2 Konzentration des PTN, bFGF und VEGF Proteins in den

Zellkulturiiberstanden unter basalen Bedingungen

3.2.1 Pleiotrophin- Protein

Das Protein wird entsprechend seiner mMRNA-Expression nur von den
Neuroblastomzellinien in den Uberstand sezerniert. Die beiden Zellinien IMR-32
und IMR-5.75 Uberschreiten mit einer PTN-Proteinkonzentration von 19,17

(= 0.8) pg/ml bzw. 20,37 (= 0,42) pg/ml knapp die Nachweisgrenze von

10 pg/ml. Die Zellinie Kelly unterscheidet sich hiervon signifikant mit einer
Protein- Konzentration von 55,86 (+ 6,45) pg/ml. Dazwischen liegt SK-N-SH mit
45,56 (+10,67) pg/ml. Die héchste Sekretion beobachten wir bei der Neurobla

stomzellinie Wac2 mit 192,99 (+ 22,75) pg/ml.
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Abb.5 : Konzentrationen des PTN-Proteins im Zellkulturiberstand der Zellinien
IMR-32, IMR-5.75, Kelly, SK-N-SH und Wac2. Signifikante Unterschiede
bestehen zwischen Kelly und IMR-5.75 und zwischen Wac2 und SK-N-SH.
Wac?2 sezerniert die hochste Menge an PTN (192,99 £22,75 pg/ml).

3.2.2 bFGEF- Protein

Fur die Konzentrationen des bFGF- Proteins bestehen signifikante
Unterschiede zwischen den Zellinien. IMR32 hebt sich dabei mit einer
Konzentration von 3,6 (+ 0.31) pg/ml von den Zellinien Kelly mit 1,56 (+ 0,64)
pg/ml und SK-N-SH mit 0,94 (+ 0,09) pg/ml ab. Die héchste Produktion war bei
der Wilms Tumor-Zellinie G401 mit 59 (¥17,97) pg/ml festzustellen.

Ubereinstimmend mit der PCR produzierten die Zellinien HepG2 und C3A kein
bFGF.
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Abb.6 :Konzentrationen des bFGF-Proteins im Zellkulturiiberstand der Zellinien
IMR-32, Kelly, SK-N-SH, G401, HepG2 und C3A. IMR-32 hebt sich signifikant
sowohl von Kelly als auch von SK-N-SH ab. G401 produziert die grof3te Menge
an bFGF (59 pg/ml); bei HepG2 und C3A kann bFGF nicht nachgewiesen

werden.

3.2.3 VEGF-Protein

Der Faktor VEGF wird von allen Zellinien sezerniert: Die starkste Sekretion
innerhalb der Neuroblastom-Zellinien findet bei Kelly mit 2515 (+ 55,78) pg/ml
statt. Dadurch besteht ein signifikanter Unterschied zu IMR32 mit 1376
(x168,60) pg/ml und zu SK-N-SH mit 775 (x71,07) pg/ml. G401 liegt mit 802,5
(x 117,18) pg/ml dazwischen. Die Hepatoblastomzellinien HepG2 und C3A
sezernieren deutlich mehr VEGF- Protein: Fur HepG2 stellen wir eine
Konzentration von 2185,5 (+ 152,7) pg/ml und fiir C3A die héchste
Konzentration innerhalb der Zellinien mit 2661,67 (+ 124,72) pg/ml fest.
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Abb.7 : Konzentrationen des VEGF- Proteins im Zellkulturiberstand der
Zellinien IMR-32, Kelly, SK-N-SH, G401, HepG2 und C3A. Kelly (2515 pg/ml),
HepG2 (2185 pg/ml) und C3A (2661 pg/ml) sezernieren signifikant hGhere
Mengen des VEGF-Proteins als die tbrigen Zellinien.

3.3 Expression und Sekretion der Wachstumsfaktoren PTN,

MK, bFGF und VEGF in den Zellinien unter Stimulation mit

den Zytokinen TNFa, IL-1b und IFNg

3.3.1 Zellzahlanderung unter Zytokineinflufd

Die Zytokine haben keinen Einflu3 auf die Zellzahl. Es kommt nur zu
unregelmanRigen Schwankungen der Zellzahlen. Folgende Abbildung zeigt dies

am Beispiel der Zellinie HepG2:
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x10° Zellen

vor bhasal TNF-a I.-1b IFN-g
Inkubation

Abb.8 : Keine signifikanten Anderungen der Zellzahl von HepG2 unter der
Stimulation mit den Zytokinen TNFa, IL-1b und IFNggegentiber der

nichtstimulierten Probe (=basal); (Zellzahl vor Inkubation: 2 Millionen).

3.3.2 Pleiotrophin- Expression und —Sekretion unter Zytokineinflufd

Die Expression der mRNA von PTN bleibt nach Stimulation mit den Zytokinen
bei allen Zellinien unveréandert. PTN wird von den Hepatoblastomzellinien
HepG2 und C3A nicht exprimiert. Bei den Konzentrationen des PTN-Proteins im

Zellkulturiiberstand gibt es keine signifikanten Anderungen unter Zytokineinflu.

51



Ergebnisse

TNFa IL-1b IFNg
M g 4 - + - + -

Abb.9 : PTN- Expression (MRNA) unter Zytokineinflul? am Beispiel IMR32:
Keine Unterschiede zwischen den Banden unter dem Einfluf3 von TNFa (+),
IL-1b (+) und IFNg (+) und den Banden ohne Stimulation (-);
(M=Kontrolle;/£=Leerwert)
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Abb.10 : Die Konzentrationen des PTN- Proteins im Zellkulturiiberstand der
Zellinie IMR32 unter dem Einflu3 von TNFa, IL-1b, IFNgzeigen keine

signifikanten Anderungen gegeniiber dem Basalwert.
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3.3.3 Midkine- Expression unter Zytokineinflufd

Auch fur Midkine ist ein unverandertes Expressionsmuster bei allen Zellinien zu
beobachten. Die trunkierte Form wird nach Zytokinstimulation von allen
Zellinien in gleicher Starke exprimiert wie unter Basalbedingungen.

TNFa IL-1b

IFNg
M F o+ - + ]

+

Abb.11 :Expression der mRNA von trunkiertem MK unter Einflu® von TNFa (+),
IL-1b (+) und IFNg (+) und ohne Stimulation (-) bei der Zellinie SK-N-SH:

Die Banden erscheinen gleichstark. (M=Kontrolle;A&=Leerwert)

54



Ergebnisse

3.3.4 bFGF- Expression und — Sekretion unter Zytokineinfluf3

Die mRNA- Expression von bFGF erfahrt bei allen Zellinien keine Anderung
unter Zytokineinwirkung. Von den Hepatoblastomzellinien wird auch jetzt keine
bFGF-mRNA exprimiert. Zudem sind keine signifikanten Veranderungen der
Proteinkonzentrationen im Uberstand festzustellen, nachdem mit den Zytokinen
stimuliert wurde.

IL-1b IFNg
M 24 + - + )

Abb.12 : bFGF- Expression unter Zytokineinflul? am Beispiel G401: Die Banden
der mRNA unter Stimulation mit IL-1b (+) und IFNg (+) zeigen keine

Unterschiede zu den Banden ohne Stimulation (- ). (M=Kontrolle;/A&=Leerwert)

ern sich nicht signifikant gegentber der Konzentration ohne Stimulation (basal).
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Abb.13 : Die Konzentrationen des bFGF- Proteins im Zellkulturiiberstand der
Zellinie G401 nach 48h Stimulation mit TNFa, IL-1b und IFNgverandern sich

nicht signifikant gegentber der Konzentration ohne Stimulation (basal).
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3.3.5 VEGF- Expression unter Zytokineinflufd

Bei den Banden der mRNA von VEGF nach Einwirkung der Zytokine sind im
Vergleich zu den Banden unter basalen Bedingungen keine wesentlichen
Anderungen erkennbar. Ebenso gibt es keine signifikanten Veranderungen der
Konzentrationen des VEGF-Proteins unter Zytokineinflu3. Abbildung 14 und 15
zeigen dies am Beispiel der Zellinie C3A.

IL-1b IFNg TNFa

M g 4 + + -

Abb.14 : VEGF- Expression (MRNA) unter Zytokineinflu3 am Beispiel C3A:
Es sind keine Unterschiede zwischen den Banden unter Einflul3 von TNFa (+),
IL-1b (+) und IFNg (+) und den Banden ohne Stimulation (-) ersichtlich.
(M=Kontrolle;/=Leerwert)
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Abb.15 : Die Konzentrationen des VEGF- Proteins im Zellkulturiiberstand der
Zellinie C3A nach Behandlung mit den Zytokinen TNFa, IL-1b und IFNgund

unter basalen Bedingungen zeigen keine signifikanten Unterschiede.
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4 Diskussion

4.1 Pleiotrophin

Der Vergleich der Expression von Pleiotrophin in normalem versus malignem
Gewebe konnte zur Klarung der Frage beitragen, ob Pleiotrophin bei der
Entstehung und beim Wachstum maligner Tumoren eine Rolle spielt. Arbeiten,
denen zufolge durch Transfektion mit PTN das Wachstum von Tumoren in
Nacktméusen stimuliert werden kann, zeigen, dal3 PTN tumorigenes Potential
besitzt. PTN transfomiert NIH 3T3 Zellen (Chauhan et al., 1992) und stimuliert
das Wachstum der Epithelzellinie SW13 (Wellstein et al., 1992).

Allerdings gibt es kontroverse Meinungen uber die mitogenen Fahigkeiten von
PTN (Garver et al., 1993): PTN zeigt nur mitogenes Potential, wenn es aus
Rindergehirn, Krebszellen und rekombinanten Expressionsystemen von
Saugetieren stammt. In natirlichen Quellen oder in rekombinanten bakteriellen
Expressionssystemen besitzt PTN nur schwache oder keine mitogene Aktivitat
(Raulo et al., 1991). Die Ergebnisse unserer Arbeit sprechen ebenfalls fir die
mitogenen Fahigkeiten von PTN. Die Zellinie Wac2, die sich in der Zellkultur als
besonders aggressiv und schnell wachsend erwies, produzierte auch die gréi3te
Menge PTN. Wir kénnen die mRNA- Expression des Faktors Pleiotrophin
aul3erdem in allen anderen untersuchten Neuroblastomzellinien feststellen. In
den Zellkulturiiberstdnden der Neuroblastomzellinien sind Konzentrationen des
Pleiotrophin- Proteins mel3bar, die mit der Expression der mRNA korrelieren,
wie es die Zellinie Wac?2 zeigt. Wellstein (1992) wies nach, daf3 PTN in Zellinien
von Melanom und Brustkrebs exprimiert wird. Im Gegensatz dazu war in
Melanozyten und in gesunden Epithelzellen der Brust keine Expression von
PTN zu finden. 1994 konnten Garver und seine Arbeitsgruppe Pleiotrophin-RNA
in normalem Brustgewebe nachweisen.

PTN wurde in weiteren malignen Geweben und in Tumorzellinien entdeckt.
Jager berichtet 1997 tber die Sekretion von PTN durch Tumorzellen des

nichtkleinzelligen Bronchialkarzinoms.
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In normalem Lungengewebe konnte er keine Expression des Faktors finden.
Nagakawara stellte 1995 eine negative Korrelation zwischen PTN-Expression
und Tumor-Aggressivitat fest. Er hatte 11 Neuroblastom-Zellinien untersucht,
z.B. auch SK-N-SH. In Zellinien von aggressiven Tumoren war entweder nur
eine geringe oder gar keine Expression von PTN feststellbar. Er fand mRNA
von PTN nur in Neuroblastomzellinien, die wenig aggressiv und nicht N-myc
amplifiziert waren.

Dies kdnnen wir nicht bestatigen. Kelly und IMR32, die beide vielfach N-myc
amplifiziert sind, zeigen eine gleich starke Expression von PTN wie die Zellinie
SK-N-SH, die nicht N-myc amplifiziert ist. Auch die starke Expression und
Sekretion von PTN durch die aggressive Zellinie Wac2, die ebenfalls N-myc
amplifiziert ist, spricht gegen diese negative Korrelation.

Nagakawara konnte aul3erdem in der Zellinie SK-N-SH eine nur sehr schwache
Expression von PTN feststellen, wahrend die PTN- Expression in SK-N-SH sich
in unseren Ergebnissen als deutliche Bande im Gel darstellt.

Die Wilms Tumor-Zellinie G401 zeigt keine Expression von PTN, was einer von
Ratovitski 1998 veroffentlichten Arbeit widerspricht. Er wies darin die
Expression von PTN auf G401 nach. Wahrscheinlich bestehen zwischen den
Zellinien von Ratovitski und denen unserer Arbeit klonale Variationen.

Die Hepatoblastomzellinien HepG2 und C3A wurden bisher nicht auf die
Expression von PTN untersucht. Wir kdbnnen bei beiden keine Expression des

Faktors nachweisen.

4.2 Midkine

Die Wildtyp-Form von Midkine wurde bereits in den Zellinien G401 und HepG2
auf mRNA-Ebene von Kitamura (1993) nachgewiesen. Tsutsui (1993) fand
daruiberhinaus eine Sekretion des Midkine- Proteins ins Medium. Auch in
Operationspraparaten von Wilms Tumoren und Hepatoblastomen wurde
Midkine gefunden. Eine geringere Expression wurde auch in gesundem
Gewebe z.B. von Magen, Oesophagus, Dickdarm (Aridome et al., 1998),

nachgewiesen.
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Kaname wies 1996 zusatzlich zur Expression der Wildtypform (450 bp) eine
trunkierte Form von Midkine mit 280 bp auf der Zellinie G401 nach. Er
verwendete dabei einen von Tsutsui 1993 entdeckten Primer. Miyashiro wies
1997 mit diesem Primer die trunkierte Form von MK in humanem Gewebe des
Mammakarzinoms nach. Desweiteren wurde trunkiertes Midkine in
hepatozellularem Karzinom, Pankreas- Karzinom (Kaname et al.,1996) und
Tumoren anderer gastrointestinaler Organe (Aridome et al., 1998) gefunden.
Unter Verwendung desselben Primers wie Miyashiro (1997) kdnnen wir in allen
untersuchten Zellinien die Expression der trunkierten Form von Midkine
nachweisen. Eine besonders starke Expression findet in den
Neuroblastomzellinien IMR32, Kelly und SK-N-SH und in der

Wilms Tumorzellinie G401 statt. Unser Ergebnis, bei dem wir nur die trunkierte
Form von MK in der Zellinie G401 finden, steht im Widerspruch zu Kaname
(1996), der beide Formen auf der Zellinie nachgewiesen hatte (s.0.).
Desweiteren hatten auch Ratovitski (1998) und Tsutsui (1993) die Expression
des Wildtyps von MK auf der Zellinie G401 und Kitamura (1993) auf der Zellinie
HepG2 gezeigt. Wir finden hingegen nur die trunkierte Form von Midkine in den
Zellinien. Der Grund fur die unterschiedliche Expression kdnnte in klonalen
Variationen der Zellinien G401 und HepG2 liegen. Auch die Verwendung
verschiedener Primer fuhrt moglicherweise zu unterschiedlichen Ergebnissen.
Die trunkierte Form ist wahrscheinlich krebsspezifisch . Dafur spricht, dal3 die
trunkierte Form in Tumoren verschiedener humaner gastrointestinaler Organe
nachweisbar war, im angrenzenden gesunden Gewebe jedoch nicht

(Aridome et al., 1998).

Die trunkierte Form von Midkine besitzt keine N-terminale Doméane und wird in
den Tumorzellen durch alternatives Splicing produziert, ein Vorgang der z.B. bei
der Tumorgenese des Wilms Tumors eine Rolle spielt. Dort ist die Form des
WT-Supressor-Gens 1 verandert (Kaname et al., 1996;Tsutsui et al., 1993).
Sollte die Expression von trunkiertem Midkine auf maligne Gewebe beschrankt

sein, so konnte man MK als Tumormarker verwenden.
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4.3 Vergleich: MK und PTN

Obwohl PTN in 50% seiner Sequenz mit Midkine tbereinstimmt, fallen
unterschiedliche Expressionsmuster der beiden Faktoren auf. Wahrend MK in
allen von uns untersuchten Zellinien exprimiert wird, ist die Expression von PTN
auf die Neuroblastomzellinien beschrankt. Aul3erdem ist die Expression von
PTN im Vergleich zu Midkine in den Neuroblastomzellinien schwécher.

Auch in anderen Studien wurde die Expression von PTN und MK verglichen,
und es wurden sowohl Unterschiede als auch Gemeinsamkeiten festgestellt.
Nagakawara fand eine hohe Expression von PTN und MK im Gewebe zweier
Wilms Tumoren. In der von uns untersuchten Wilms Tumor-Zellinie G401 wird
PTN jedoch nicht exprimiert. Allerdings kann es durch die Kultivierung von
Tumorzellen und durch klonale Variationen zu Anderungen in der Expression
der Wachstumsfaktoren kommen, so dal3 man Tumor und Tumorzellinie nicht
immer direkt vergleichen kann.

Die unterschiedlichen Expressionen sprechen fir ein individuelles
Expressionsmuster der Faktoren bei den einzelnen Tumoren. Trotz ihrer
ahnlichen Sequenz scheinen die beiden Faktoren unterschiedliche Funktionen
auszuiben. So wies Ratovitski 1998 nach, dal3 MK die Zellproliferation von
G401 zeit- und dosisabhéngig stimuliert. Es bindet dabei an einen spezifischen
Zelloberflachenrezeptor von G401. Fir PTN konnte dies jedoch nicht gezeigt

werden.

4.4 bDFGF

Der Wachstumsfaktor bFGF wird in allen 5 Neuroblastomzellinien und
aul3erdem in der Wilms Tumor-Zellinie G401 exprimiert. Dabei ist die
Expression der mRNA in allen Zellinien schwach, nur bei IMR32 ist sie starker.
Die beiden Hepatoblastomzellinien HepG2 und C3A sind bisher noch nicht auf
bFGF untersucht worden. Sie zeigen keine Expression des Faktors.

Janet et al. untersuchte 1995 verschiedene Neuroblastomzellinien (u.a. IMR32
und SK-N-SH). Dabei wies er in den Zellinien LAN1, GIMEN und in der auch
von uns untersuchten IMR32 die Expression von bFGF nach.
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Die kontinuierliche Expression in den verschiedenen Neuroblastomzellinien
erklart sich wahrscheinlich dadurch, daf3 zwischen Neuroblastomzellen und
Neuroblasten ein enger Zusammenhang besteht. Die Proliferation und
Differenzierung von Neuroblasten aus dem Sympathikusgrenzstrang zu
Neuronen und adrenalen chromaffinen Zellen wird von bFGF und anderen
Wachstumsfaktoren reguliert. Kommt es durch eine Regulationsstérung zu
einem Mangel oder einer Uberexpression bestimmter Faktoren in einem
entscheidenden Entwicklungsstadium, proliferieren die Zellen weiter, ohne zu
differenzieren, woraus dann ein Neuroblastom entstehen kann. Janet wies in
diesem Zusammenhang aufRerdem nach, daf3 die Zellinien IMR32 und
SK-N-SH mit verstéarkter Proliferation auf bFGF reagieren.

Diese Tatsachen weisen darauf hin, dal? die Expression von bFGF bei den
Neuroblastomzellinien eine autokrine Wachstumsstimulation bewirkt.

Die Konzentrationen des bFGF-Proteins, das von den Neuroblastomzellinien in
den Zellkulturiiberstand sezerniert wird, liegen alle unter 10 pg/ml. Der Grund
fur die relativ niedrige Sekretion von bFGF kdnnte darin liegen, dal3 es nur in
geringen Mengen freigesetzt wird. Da es keine Signalsequenz besitzt, kann es
nicht iber den Ublichen Sekretionsweg aus der Zelle ausgeschieden werden
(Wright und Huang, 1996). Es ist zu vermuten, dal3 bFGF intrazellular
gespeichert und erst bei Lyse der Zelle freigesetzt wird. Eine weitere
Maoglichkeit besteht in der Speicherung von bFGF in der extrazellularen Matrix
(Gospodarowicz et al., 1987). Die Zellen in den Kulturflaschen produzieren zwar
eine extrazellulare Matrix, diese haftet aber am Boden der Kulturflasche und
erscheint nicht im Zellkulturiiberstand.

Desweiteren kdnnte bFGF die Komponenten der Mitogenese auf intrazellularem
Wege aktivieren (Wright und Huang, 1996) und muf3 dadurch Gberhaupt nicht
sezerniert werden.

Neben den Neuroblastomzellinien exprimieren aber auch andere Tumorzellinien
bFGF, wie z.B. die Prostata-Karzinomzellinie LNCaP (Zuck et al., 1992), die
Hepatomzellinie SK-HEP-1 (Abraham et al., 1986) und die Wilms Tumor-
Zellinie G401 (eigenes Ergebnis).
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Fur die Zellinie G401 beobachten wir die signifikant hochste Konzentration des
Proteins im Uberstand (60 pg/ml), obwohl die Zellinie IMR32 bFGF am
starksten exprimiert (Proteinkonzentration bei IMR32: 3,6 pg/ml).

Wie im Teil ,Material und Methoden* bereits erlautert, muf3ten wir die Zellen von
G401 mit einem Cell-Scraper vom Boden der Kulturflasche 16sen. Dabei
entstehen Verletzungen in der Zellmembran. Sie wird somit durchgangig fur das
relativ kleine bFGF-Molekul, wie Muthukrishnan et al. es 1991 in seiner Arbeit
beobachtete. Er wies fiur Endothelzellen nach, daf3 sich bFGF dort im Zytosol
befindet. Durch die beim ,Scraping“ entstehenden Locher in der Membran hat
es jetzt auch ohne Signalsequenz die Mdglichkeit, die Zelle zu verlassen und
seine wachstumsstimulierende Wirkung auszuiben. Das ist in vivo fur die
Wundheilung von Bedeutung, da es durch Trauma 0.&. ebenfalls zu
Membranschaden kommt. Muthukrishnan zeigte aul3erdem, daf3 durch das
~Scraping” 41% der Menge freigesetzt wird, die man durch biochemische
Extraktion erhalt.

Da wir die Neuroblastomzellen nur durch ,Herunterschlagen® und nicht durch
Scraping von der Kulturflasche l6sten, wurde deren Zellmembran nicht in einem
solchen Ausmal’ zerstort. Das kdnnte die um eine Zehnerpotenz hdhere

Konzentration des bFGF- Proteins im Uberstand von G401 erklaren.
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45 VEGE

VEGF wird von fast allen soliden Tumoren exprimiert (Barleon et al., 1997),
allerdings wurden Zellinien solider padiatrischer Tumore bisher noch nicht auf
die Expression und Sekretion dieses Faktors untersucht.

VEGF wird von allen von uns untersuchten Zellinien exprimiert. Die Zellinien
Kelly, C3A und HepG2 zeigen dabei eine starkere Expression als die Ubrigen
Zellinien.

Im gesunden Gewebe findet die Expression von VEGF vor allem wahrend der
Gehirnentwicklung und im Zusammenhang mit Ereignissen statt, die eine
Angiogenese erfordern: Endometriumaufbau und Wundheilung (Kim et al.,
1993). Dort, wo keine Angiogenese stattfindet, wird die Expression von VEGF
herunterreguliert (Plate und Warnke, 1997).

Die Expression von VEGF in allen Zellinien unserer Arbeit weist auf eine
mogliche zentrale Rolle von VEGF als Regulator der Angiogenese hin, da die
untersuchten padiatrischen Tumoren alle sehr gut vaskularisiert sind.

Die Protein- Konzentrationen in den Zellkulturiiberstdnden entsprechen der
Starke der mRNA- Expression. Dies zeigt, dal3 der Faktor sezerniert wird, wie
bereits durch Plate und Warnke (1997) beschrieben.

Die Zellinien C3A, Kelly und HepG2 unterscheiden sich mit Konzentrationen
von 2661 (+ 124,72) pg/ml, 2515 (+ 55,78) pg/ml und 2185 (+x152,7) pg/ml
signifikant von den tbrigen Zellinien. Es gibt also innerhalb von Tumorzellen der
gleichen Tumorart bedeutende Unterschiede in der Expression und Sekretion
dieses Faktors, was auf ein individuelles Expressionsmuster bei den einzelnen
Tumoren hindeutet. Die Tatsache, da3 VEGF auf den Hepatoblastomzellinien
und auf Kelly besonders hochreguliert ist, korreliert mit einer besonders
ausgepragten Vaskularisierung dieser Tumore.

In einer anderen Arbeit wurden im ELISA &hnliche Werte fir eine Zellinie des
Rhabdomyosarkoms (5000 pg/ml) und von Glioblastoma multiforme (2000
pg/ml) nachgewiesen (Kim et al., 1993). Diese beiden Tumorarten gelten

ebenfalls als gut vaskularisiert.
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In dem von uns verwendeten ELISA wurden Antikdrper gegen die Isoform von
165 Aminosauren Lange verwendet, da diese Form am besten charakterisiert
ist und am haufigsten vorkommt. Uberdies ist sie heparinbindend und wird ins
Medium sezerniert (Plate und Warnke, 1997). Es ist wahrscheinlich, dal3 die
Zellen auch noch weitere Isoformen exprimieren (Neufeld et al., 1999). Bei den
Doppelbanden in der PCR unserer Arbeit handelt es sich mdglicherweise
ebenfalls um alternative Transkripte von VEGF.

VEGF bindet an die zwei spezifischen Rezeptoren FLT-1 und flk -1, die
hauptsachlich auf Endothelzellen vorkommen (Plate und Warnke, 1997). Der
Faktor wirkt also parakrin und mufd daher in ausreichenden Mengen sezerniert

werden, um seine Zielzellen zu erreichen.

4.6 Expressionund Sekretion der Wachstumsfaktoren unter

Zytokinstimulation

Durch Stimulationen mit den Zytokinen TNFa, IL-1b und IFNgsind in den
Ergebnissen der PCR kaum Unterschiede zur mRNA-Expression unter basalen
Bedingungen zu finden. Yoshida gelangte 1997 zu anderen Ergebnissen:

Er behandelte Gefaliendothelzellen mit TNFa und wies mit Hilfe einer
guantitativen RT-PCR-Methode einen zeit- und dosisabhangigen Anstieg der
MRNA Expression von VEGF und bFGF nach. Die von uns verwendete PCR-
Methode ist nicht quantitativ, d.h., es waren nur sehr starke Unterschiede in der
Expression sichtbar.

Im ELISA beobachten wir keine signifikanten Konzentrationsanderungen unter
Zytokinstimulation.

Dies gilt auch fur den Faktor VEGF, bei dem wir nur geringe Schwankungen
unter Zytokineinflul? finden. TNFa scheint die Sekretion des VEGF-Proteins
hochzuregulieren, die anderen Zytokine beeinflussen seine Sekretion in jeder
Zellinie unterschiedlich.

Diese Ergebnisse stehen im Widerspruch zu einer Arbeit von Ferrer et al.
(1998). Er untersuchte den EinfluR von TNFa und IL-1b auf die Sekretion des
Faktors VEGF in der Prostata-CA-Zellinie Du-145.
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Er wies nach, dal3 die VEGF-Konzentration im Zellkulturiberstand durch TNFa
auf das 7fache und durch IL-1b auf das Doppelte gesteigert werden konnte.
Die Ursache fur diese unterschiedlichen Ergebnisse kdnnte im
unterschiedlichen Versuchsablauf liegen. Wahrend Ferrer seine Zellinie 24 h
lang mit einem serumhaltigem Medium und einer Zytokinkonzentration von

10 ng/ml behandelte, verwendeten wir eine Konzentration von 100 ng/ml, eine
Stimulationszeit von 48 h und serumfreies Medium.

Yoshida et al. (1997) berichtet in seiner Studie, dal3 bei einer Einwirkzeit von
TNFa von mehr als 6 Stunden alle Prozesse, die im Zusammenhang mit der
Angiogenese stehen, gehemmt werden. Er behandelte die Endothelzellen in
seiner Studie mit 100 U/ml TNFa nur 15 min lang und inkubierte die Zellen
anschlieRend mit TNFa-freiem Medium tber verschiedene Zeitraume.

Nach einer Zeit von 6 h kam es zu einem 8fachen Anstieg der VEGF mRNA-
Expression. Ryuto et al. (1996) beobachtete bereits nach 30 min einen 3fachen
Anstieg der mRNA-Expression von VEGF in der Gliomzellinie U 521 unter einer
Behandlung mit TNFa.

Es bestehen also grof3e Unterschiede in der Zeitspanne, in der die Zellen mit
Zytokinen behandelt werden, wodurch es wahrscheinlich zu den
widerspruchlichen Ergebnissen kam. Aul3erdem untersuchten wir andere
Zellinien, die eventuell verschieden auf die Zytokine reagieren.

In einer weiteren Studie berichtet Wang et al. (1997) Uber antiproliferative
Wirkungen der Zytokine TNFa und IFNgauf die Zellinie HepG2. Unter der 48-
stiindigen Stimulation mit TNFa (Konzentration von 50 ng/ml) oder mit INFg
(2000 U/ml) kommt es bei ihm zu einem Abfall der Zellzahl um 23% bzw. 24%.
Auch wir fanden unter IFNg eine Reduktion der Zellzahl um 15%.

Jedoch fallt in unserer Studie die Zellzahl der Zellinie HepG2 unter TNFa-
Einflul nicht ab. IL-1b steigert die Zellzahl sogar um 30%. Dieser Widerspruch
zu der Arbeit von Wang ist moglicherweise durch seine Verwendung von
serumhaltigem Medium und durch eine andere Zytokin-Konzentration zu

erklaren.
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4.7 Perspektive

Die soliden padiatrischen Tumoren im fortgeschrittenen Stadium stellen ein
Problem fur die Therapie dar. Die konventionellen Therapien (Operation,
Chemotherapie und Bestrahlung) sind ausgereizt, und es tiberleben von den
Neuroblastom- Patienten der Hochrisikogruppe trotz multimodaler Therapie nur
10-20% (Haase et al., 1999). Ahnlich ungiinstige Prognosen bestehen fiir die
Patienten mit Hepatoblastom oder Wilms Tumor in fortgeschrittenen Stadien.
Das Ziel der bisherigen Therapieanséatze war die Tumorzelle selbst. Ein neues
Therapieziel rickt jetzt in das Zentrum des Interesses: die Neoangiogenese des
Tumors. Die Neubildung von Gefél3en, die Voraussetzung fur das
Tumorwachstum ist und eine Metastasierung des Tumors begunstigt, kann
moglicherweise dadurch verhindert werden, dal3 die Aktivitat der
neoangiogenetischen Wachstumsfaktoren gehemmt wird.

Beispielsweise bewirkt die Substanz Angiostatin, daf? GefaRendothelzellen
nicht mehr auf angiogenetische Stimuli reagieren. In einem Versuch, in dem
verschiedene Tumoren (Prostata-, Mamma-, Colon- Karzinom) in
immundefiziente Mause subkutan implantiert wurden, kam es unter dem
Einsatz von Angiostatin zu einer Wachstumshemmung der Tumoren von
mindestens 95%. Angiostatin hemmte dabei reversibel die Proliferation von
Endothelzellen, nicht aber von neoplastischen oder normalen Zellen. Zudem
steigerte es die Apoptose der Tumorzellen um das 5-fache, da wahrscheinlich
die parakrinen Stimuli aus den Endothelzellen fehlten (O"Reilly et al., 1996).
Dieser Versuch zeigt die Wichtigkeit des Endothels beziiglich der
Tumorkontrolle.

Ein anderer neuer Therapieansatz ist die Verabreichung polysulfatierter Zucker.
Durch ihre Ahnlichkeit mit Heparin konnen sie den Zugang von
Wachstumsfaktoren an ihre zellularen Glykosaminoglykan- Bindungsstellen
verhindern, indem sie die Wachstumsfaktoren vorher an sich binden. Die
Wachstumsfaktoren kénnen nun ihre Wirkung nicht mehr ausiben.

Pentosan-Polyphosphat (PPS) ist ein Beispiel fur einen solches Polysaccharid.
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In einer In-vitro-Studie von Zugmaier et al. (1992) blockiert PPS die parakrinen
wachstumsstimulierenden Effekte von Tumorzellen (Mamma-, Prostata-,
Epidermal-, Lungen — CA) auf Endothelzellen. Nach Injektion tumorigener
Zellinien in Nacktmduse hemmt PPS aul3erdem zeit- und dosisabhangig die
Bildung bzw. die Expansion von Tumoren (Zugmaier et al., 1992).
Moglicherweise kann durch Gabe von PPS wahrend der intraoperativen
Tumorentfernung das Angehen und Wachstum von Metastasen verhindert
werden, die durch die intraoperative Tumorzellaussaat begtinstigt werden.

Mit den Kenntnissen Uber die Expression und Sekretion der verschiedenen
heparinbindenden Wachstumsfaktoren durch die Zellinien solider padiatrischer
Tumoren werden wichtige Grundlagen fur die Entwicklung neuer

Therapiekonzepte geschaffen.
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5 Zusammenfassunq

Mit der Untersuchung der Expression und Sekretion von Wachstumsfaktoren in
Tumorzellinien padiatrischer Tumoren weisen wir unterschiedliche
Expressionsmuster in den Zellinien nach.

Der Wachstumsfaktor Pleiotrophin wird nur von den Neuroblastomzellinien
exprimiert, nicht von den Zellinien G401 (Wilms"Tumor), HepG2 und C3A
(Hepatoblastome). In einer Arbeit von Ratovitski (1998) wurde PTN dagegen
auf der Zellinie HepG2 nachgewiesen.

Starkste Expression und Sekretion von PTN zeigt die Zellinie Wac2 mit einer
Proteinkonzentration von 192,99 pg/ml im Uberstand. Die Zellinie ist durch ein
extrem aggressives Wachstum charakterisiert. Einen Zusammenhang zwischen
der PTN-Epression, der N-myc- Amplifikation und dem Wachstumsverhalten
der Tumorzellen, wie er von Nagakawara (1995) beschrieben wurde, kénnen
wir nicht nachvollziehen.

Der Faktor Midkine zeigt trotz seiner Ahnlichkeit mit PTN ein anderes
Expressionsmuster. Er ist in seiner trunkierten Form in allen untersuchten
malignen Zellinien vertreten, was die These erhartet, dal die trunkierte Form
krebsspezifisch ist. Durch Verwendung unterschiedlicher Primer und durch
klonale Variationen in den Zellinien entstanden teilweise andere Ergebnisse im
Vergleich zu Studien von Ratovitski (1998), Kaname (1996), Kitamura (1996)
und Tsutsui (1993), die die Wildtypform von Midkine auf G401 und HepG2
nachwiesen.

Der Faktor bFGF wird nur von den Neuroblastomzellinien und der

Wilms Tumorzellinie G401 exprimiert. Die beiden Hepatoblastomzellinien
HepG2 und C3A, die bisher noch nicht auf bFGF untersucht wurden,
exprimieren diesen Faktor nicht. Die Neuroblastomzellinien sezernieren bFGF
nur sehr schwach (Konzentrationen von 0,94 pg/ml bis 3,6 pg/ml), was fir eine
intrazellulare Speicherung oder eine Speicherung in der extrazellularen Matrix
spricht. Die Zellinie G401 sezerniert mit 59 pg/ml hingegen eine gréf3ere Menge
von bFGF bei nur geringer mRNA Expression. Das bFGF- Protein wird hier

vermutlich durch Schaden in der Zellmembran freigesetzt.
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Die Schadigungen enstehen durch das Cell-Scraping. Diese Methode wurde
angewendet, um die G401-Zellen von der Kulturflasche zu l6sen.

Wir kbénnen zum ersten Mal zeigen, dafl3 der zentrale Faktor fir die
Neoangiogenese VEGF, wie von fast allen soliden Tumoren des
Erwachsenenalters, auch von den Zellinien der untersuchten soliden
padiatrischen Tumoren exprimiert wird. Der Expression entsprechen die
Konzentrationen im Zellkulturtiiberstand. Die hochsten Werte erreichen die
Hepatoblastomzellinien C3A und HepG2 (2661 pg/ml und 2185 pg/ml) und die
Zellinie Kelly (2515 pg/ml). Sie heben sich damit signifikant von den anderen
Zellinien ab.

Die Studien von Yoshida (1997), Ferrer (1998) und Ryuto (1996) weisen
Einflisse durch Zytokine auf Zellzahl, Wachstumsfaktorexpression und -
Sekretion nach. In unserer Arbeit kommt es durch die Behandlung der
Tumorzellinien mit den Zytokinen TNFa, IL-1b und IFNg zu keinen
Veranderungen der mMRNA-Expression der Wachstumsfaktoren. Auch die
Konzentrationen im Zellkulturiberstand andern sich nur in geringem, nicht
signifikantem Ausmal3. Bei der Zellzahl gibt es ebenfalls nur unbedeutende
Schwankungen nach Zytokin- Exposition.

Mit der Kenntnis der Regulation des Wachstums und der Angiogenese von
Tumoren durch die verschiedenen Wachstumsfaktoren ist es mdglich, neue

Therapiekonzepte zu entwickeln.
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