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Abkürzungen
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1 Einleitung

1.1 Das Neuroblastom

Das Neuroblastom ist ein Tumor des embryonalen sympathischen Gewebes,

der durch pathologische Veränderungen aus dem neuroektodermalen Gewebe

entsteht und sich durch aggressives Wachstum und frühe Metastasierung aus-

zeichnet.

Die Neuroblastome gehören zu den häufigsten soliden Tumoren im Kindes-

alter, mit einer jährlichen Inzidenz von 9 Fällen pro Jahr je 1 Million Kinder unter

15 Jahren (Wargalla-Plate et al., 1995).

Die Patienten werden aufgrund verschiedener Parameter (Alter, N-myc-Ampli-

fikation, Ploidie, Histologie nach Shimada) in drei Risikogruppen eingeteilt (Kat-

zenstein und Cohn, 1998).

Eine Besonderheit sind die Neuroblastome in situ, die sich morphologisch nicht

von symptomatisch diagnostizierten Neuroblastomen unterscheiden. Diese

Neuroblastome bilden kleine Knoten in der Nebenniere. Bei 5 von 6000 Resek-

tionen von Kindern, die im ersten Lebensjahr an anderen Ursachen gestorben

sind, wurden im Nebennierenmark unreife Neuroblastomzellen gefunden. Die

Inzidenz dieser in situ-Neuroblastome ist 50 mal so groß wie die Inzidenz der

Neuroblastome, die erst nach seiner Manifestation diagnostiziert werden. Die

meisten in-situ Neuroblastome differenzieren spontan zu benignen Zellen

(Beckwith und Perrin, 1963) (Haas et al., 1988). Die Mechanismen, die dieser

spontanen Regression zugrunde liegen, konnten nicht eindeutig bestimmt

werden. Es werden immunologische Reaktionen oder endogene Zellmecha-

nismen, wie Apoptose, als Ursache diskutiert.

Therapeutisch steht beim Neuroblastom die chirurgische Exzission im Vorder-

grund, zum Teil kombiniert mit Chemotherapie und lokaler Bestrahlung des Tu-

mors. Die Überlebenschancen der Neuroblastompatienten sind abhängig vom

Alter und vom Stadium des Tumors. Kinder unter einem Jahr oder im Stadium

1 und 2 haben eine verhältnismäßig gute Überlebenschance von 90-100 %. Die
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Behandlung des Stadiums 3 mit 70 %, und des Stadiums 4 mit nur noch 12 %

Überlebensschance, ist noch sehr verbesserungsbedürftig (Grosfeld, 1999).

Obwohl das Neuroblastom zu den bestuntersuchten Tumoren bezüglich ihres

klinischen Verhaltens und ihrer Genetik gehört, sind noch viele Fragen be-

züglich der Tumorgenese und der Therapie nicht ausreichend geklärt.

Im Folgenden soll nun genauer auf die genetischen Tumormarker des Neuro-

blastoms eingegangen werden.

1.2 Molekulargenetische Tumormarker des Neuroblastoms

Histologische, cytogenetische und molekulargenetische Marker sind Faktoren,

die zur Klassifizierung von Tumoren herangezogen werden. Das Neuroblastom

läßt sich neben der klinischen Klassifizierung über das Ausbreitungsstadium

des Tumors auch cytogenetisch und molekulargenetisch in verschiedene Ri-

sikogruppen einteilen.

1.2.1 Amplifikation und Expression des N-myc-Gens

Eine Form chromosomaler Veränderungen, die häufig  bei Tumoren beobachtet

wird, ist die Amplifikation bestimmter DNA-Abschnitte. Hierbei liegen bestimmte

Bereiche eines Chromosoms in hoher Kopienzahl vor. Nachweisen lassen sich

diese Bereiche als homogen angefärbte Regionen (homogeneous-staining-re-

gions, HSR), die das normale Bandenmuster eines Chromosoms unterbrechen

(Cowell, 1982) oder als zusätzliche extrachromosomale, gepaarte DNA Partikel,

die sog. “double-minute” Chromosomen (DMs) (Barker et al., 1982).

Eine verstärkte Onkogenamplifikation wurde beim Neuroblastom beschrieben.

Bei der N-myc-Amplifikation (N=Neuroblastom) handelt es sich um eine gene-

tische Veränderung, die heute klinisch als prognostischer Marker dient.

Der molekulare Mechanismus, der der Entstehung der  N-myc-Amplifikation zu-

grunde liegt, ist immer noch nicht eindeutig aufgeklärt. Diskutiert wird ein sog.
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Replikations-Exzissions-Modell. Hierbei durchläuft die N-myc-DNA während der

Zellteilung eine zusätzliche Replikation. Diese extrareplizierte DNA tritt dann als

extrachromosomale DNA in sog. “DM” auf, oder insertiert in ein beliebiges

Chromosom, und durchläuft hier mehrere Zyklen einer in-situ-Amplifikation

(Schwab, 1999) (Corvi et al, 1995). Mit dieser Hypothese in Einklang steht die

Beobachtung, daß die “HSR” beim Neuroblastom nie im Bereich der Loka-

lisation des normalen N-myc-Gens (2 p24) gefunden wird. Das N-myc-Gen

kommt amplifiziert sehr häufig in Tumoren neuroektodermalen Ursprungs vor

(Schwab et al., 1990). Eine verstärkte N-myc-Amplifikation wurde beschrieben

beim Neuroblastom (Schwab et al., 1983), beim Retinoblastom (Choi et al.,

1993), dem kleinzelligen Lungenkarzinom (Nau et al.,1986) und dem Astro-

cytom (Garson et al., 1985).

In Neuroblastomen kann das N-myc-Gen bis zu 700-fach  amplifiziert vorliegen

(Kohl et al.; 1983). Neuroblastome mit einer Amplifikation des N-myc-Gens

wachsen besonders aggressiv. Ein hoher Amplifikationsgrad ist dadurch mit

einer schlechten Prognose verbunden (Brodeur et al., 1994; Schwab et al.,

1992).

Es gibt jedoch auch Neuroblastome, die sich in fortgeschrittenen Stadien be-

finden, ohne eine N-myc-Amplifikation aufzuweisen. In diesen Tumoren wird

jedoch verstärkt N-myc-mRNA exprimiert. Eine verstärkte N-myc-Expression

ohne N-myc-Amplifikation kann eine wichtige Rolle in der Pathogenese von

Neuroblastomen spielen (Wada et al., 1993).

1.2.2 Deletion am Chromosom 1 p 36

Neben der N-myc-Amplifikation gibt es noch weitere Faktoren, die den mali-

gnen Charakter des Tumors beeinflußen.

Deletionen sind chromosomale Veränderungen, die häufig bei Tumorzellen

beobachtet werden. Sie lassen sich durch klassische Karyotypisierung von

Metaphasezellen oder durch Fluoreszenz “in situ” Hybridisierung (FISH) nach-

weisen. Eine Deletion am kurzen Arm des Chromosoms 1 in der Region 3,
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Bande 6 (=1 p 36) findet man in mehr als 70 % der Fälle in Neuroblastomen mit

Patientenalter über 1 Jahr, oder in fortgeschrittenen Stadien (Brodeur et al.,

1992). In der Lokalisation von 1 p 36 wird ein Tumorsuppressorgen vermutet,

welches zur Entstehung und/oder Progression des Neuroblastoms beiträgt

(Fong et al., 1989). Eine Untersuchung von 1995 führte zu dem Schluß, daß

durch diese Deletion ein Repressorgen für das N-myc-Gen inaktiviert wird, und

somit ein Zusammenhang zwischen der 1 p Deletion und der N-myc-Expression

besteht. Beide Marker treten in fortgeschrittenen und höher malignen Stadien

gemeinsam auf. In der Region 1 p 36 gibt es wahrscheinlich mehrere Tumor-

suppressorgene. Bei einer Deletion am Chromosom 1 proximal von 1 p 35-36.1

ist das vermutete Repressorgen für N-myc betroffen, und es wird eine gleich-

zeitig verstärkte N-myc-Amplifikation nachgewiesen. Bei der kleineren Deletion

im Bereich 1 p 36.23-33 besteht keine Korrelation mit dem Auftreten einer N-

myc-Amplifikation (Cheng et al., 1995).

Von der 1 p 36.23-33 Deletion ist beim Neuroblastom in 87 % der Fälle das

mütterliche Chromosom betroffen. Dies deutet hin auf ein “genomic imprinting”

Phänomen, mit Inaktivierung des väterlichen Chromosoms (Caron et al., 1995).

Neben der 1p Deletion werden noch weitere Deletionen und somit Verluste von

Tumorsuppressorgenen am Chromosom 11q, 14q und 17p beschrieben (Fong

1992). Es ist jedoch noch nicht bekannt, welche Funktionen diese Deletionen

haben. Die 11q23 Deletion wird bei Neuroblastomen in fortgeschrittenen Sta-

dien ohne N-myc-Amplifikation gehäuft gefunden (Guo et al., 1999).

1.2.3 Hyperploidie

In den verschiedenen Neuroblastomstadien werden unterschiedliche Karyo-

typen beobachtet, wobei die nahezu diploiden Chromosomensätze ausge-

rechnet bei späteren, prognostisch ungünstigen Stadien vorkommen (Look et

al., 1984). Die Ploidiemessung kann durch Vergleich des DNA Gehalts der

Tumorzellen mit dem von Lymphozyten im Impulszytofluorimeter durchgeführt

werden.
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1.2.4 Tyrosinkinase-Rezeptor Expressionen

Neurotrophine, wie der “nerve-growth-factor” (NGF), “brain-derived-growth-

factor” (BDNF) oder Neurotrophin-3 (NT-3) aktivieren Tyrosinkinaserezeptoren

(trk-Rezeptoren). Der trk-A-Rezeptor (trkA) ist der hochaffine Rezeptor für den

Nervenwachstumsfaktor (NGF) (Kaplan et al., 1991). Die  Bindung von NGF an

den trk-A-Rezeptor der Nervenzellen ist für das Überleben der rezeptor-

tragenden Zellen notwendig und fördert deren Differenzierung. Bei bösartigen

Neuroblastomen wurde nur eine sehr geringe Expression des trk-A-Rezeptors

beobachtet (Suzuki et al., 1993). Es besteht ein reziproker Zusammenhang

zwischen der Amplifikation des N-myc-Gens und der Expression des trk-A-

Rezeptors (Kogner et al., 1993).

Das trk-B-Gen codiert den Rezeptor für den “brain-derived-neurotrophic-factor”

(BDNF) (Klein et al., 1991). Das trk-C-Gen codiert für den Rezeptor des neuro-

trophen Wachstumsfaktor NT-3 (Lamballe et al., 1993). Eine starke trk-C Ex-

pression wirkt sich beim Neuroblastom prognostisch günstig aus (Yamashiro et

al., 1996), wohingegen bei undifferenzierten Neuroblastomen eine starke trk-B

Expression gefunden wird (Nakagawara et al., 1994).

1.2.5 Angiogenese

Maligne Tumore sezernieren oft Wachstumsfaktoren, die die Zellproliferation,

aber auch die Vaskularisierung, durch Aktivierung von Endothelzellen zur Neo-

angiogenese, ermöglichen. Beim Neuroblastom korreliert die N-myc-Amplifika-

tion, die schlechte Prognose und die Disseminierung der Erkrankung mit einer

hohen Neovaskularisierung. In Tiermodellen konnte mit Antiangiogenesefakto-

ren das Tumorwachstum unterdrückt werden (Wassberg et al., 1997).
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1.2.6 Überexpression des “Multidrug resistance-associated protein”

Die Behandlung von Tumoren mit Chemotherapeutika führt oft zu einer po-

sitiven Selektion von Zellen, die sog. Multi-Drogen-Resistenz-Transporterpro-

teine (multidrug-resistance-protein) (MDR) exprimieren. Die Überexpression

von MDR führt dazu, daß die Zellen gleichzeitig gegenüber einer Reihe von

Chemotherapeutika unempfindlich werden. Das MDR-Protein pumpt die cyto-

toxischen Substanzen aus der Zelle heraus. Beim Neuroblastom korreliert eine

MRP-Expression (multidrug-resistance-associated protein) mit der N-myc-Am-

plifikation (Bordow et al., 1994).

1.2.7 CD 44 Expression

Das Glykoprotein CD 44 ist ein Zelloberflächenmarker, der bei Zelladhäsionen

involviert ist. Beim Neuroblastom wird der Nachweis von CD 44 als günstiger

prognostischer Marker beschrieben (Combaret et al., 1996).

1.3 Das N-myc-Protoonkogen

Das N-myc-Gen gehört zur myc-Onkogenfamilie, zu der neben N-myc auch die

Gene c-myc und L-myc gehören.

Das N-myc-Onkogen wurde erstmals 1983 von Schwab et al. beschrieben. Es

handelt sich um eine c-myc verwandte DNA-Sequenz, die N-myc (N=Neuro-

blastoma) genannt wird. Das c-myc-Gen wurde als zelluläres Homolog zum

transformierenden Gen des “avian-myelocytomatosis-virus” identifiziert (Venn-

strom et al., 1982). N-myc und L-myc sind dagegen keine klassischen Proto-

onkogene, da für sie kein virales Gegenstück gefunden wurde. Aufgrund von

Sequenzhomologien und einer ähnlichen genomischen Organisation, werden

sie jedoch der myc-Familie zugeordnet (Yancopolous et al., 1985).
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Die Lokalisation des N-myc-Gens ist das Chromosom 2 p 24 (Kanda et al.,

1983). Das N-myc-Onkogen besteht aus 3 Exons und zwei Introns, wobei die

proteincodierenden Sequenzen im zweiten und dritten Exon liegen. Das erste

Exon codiert eine sehr lange Leadersequenz der mRNA (Stanton et al., 1986).

Die mRNA des N-myc-Gens hat eine kurze Halbwertszeit von 30 bis 50

Minuten.

Das Genprodukt des N-myc-Gens stellt ein nukleäres Protein dar, das die

Transkription von weiteren Genen steuert, die die Zellproliferation beeinflussen

(Keim et al., 1993). Es besteht aus zwei Polypeptiden mit einem MG von 62

bzw. 64 kDa, die durch die Caseinkinase II phosphoryliert werden (Hamann et

al., 1991).

Derartige genspezifische Transkriptionsfaktoren sind DNA-bindende-Proteine.

Diese Genregulatorproteine erkennen spezifische DNA Sequenzen von 8-10

Nukleotiden in ihren Zielgenen durch bestimmte Motive innerhalb ihrer Amino-

säuresequenzen. Die carboxyterminale Region besitzt eine “Helix-loop-Helix”

(HLH) und eine “Leucin-Zipper (ZIP) Domäne, die die DNA bindenden Regio-

nen der Myc-Proteine darstellen. Die N-terminale Region trägt die sogenannte

“Myc-Box”, die die transkriptionsaktivierende Domäne des Proteins darstellt.

Für die Wirkung des N-Myc-Proteins ist ein weiteres b-HLH-Zip-Protein (Max)

notwendig, das in der Lage ist, eine spezifische Interaktion mit der b-HLH-Do-

mäne von Myc einzugehen (Myc-Max-Komplex). Dieser Komplex besitzt die

Fähigkeit einer sequenzspezifischen DNA Bindung (CACGTG), die stärker ist,

als die des nicht mit Max assoziierten Myc-Proteins (Blackwood et al., 1991).

Die N-terminale Region des N-Myc-Proteins ist in der Lage, die Transkription

anderer Gene zu aktivieren, die die Zellproliferation steigern. Die Heterodi-

merisierung des N-Myc-Proteins mit dem Max-Protein verstärkt diese Aktivität,

während Max-Max Homodimere die Transkription der Zielgene unterdrücken

(Wenzel et al., 1995) (Cole et al., 1999).
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1.4 p21 ras-Protoonkogene

1.4.1 Die ras-Gene

Bei den ras-Genen wird zwischen mehreren verschiedenen Genen unterschie-

den. Für die Karzinogenese des Menschen sind vor allem drei ras-Gene von

Interesse.

Das H-ras-Gen, welches im Harvey-Sarkoma-Virus erstmals beschrieben wur-

de, ist 3 kbp groß und auf dem kurzen Arm des Chromosoms 11 lokalisiert. H-

ras wurde als erstes transformierendes Gen der ras-Familie in einem humanen

Tumor, einem Blasenkarzinom, als Onkogen entdeckt. Auf dem kurzen Arm

des Chromosoms 12 ist das K-ras-Gen lokalisiert, das zuerst im Kirsten-Sarko-

ma-Virus entdeckt wurde und mit über 35 kbp das größte der drei ras-Gene ist.

In humanen Tumoren ist es das am häufigsten aktivierte ras-Onkogen. Das N-

ras-Gen wurde erstmals aus der humanen Neuroblastomzellinie SK-N-SH

isoliert, es ist 8 kbp groß und liegt auf dem kurzen Arm des Chromosoms 1

(Barbacid et al., 1987). Eine Mutation des N-ras-Gens tritt beim Neuroblastom

nur sehr selten auf. In frisch gewonnenem Tumormaterial sowie in weiteren

Zellinien des Neuroblastoms wurde sie nur mit einer Häufigkeit von 5 %

gefunden (Moley et al., 1991).

1.4.2 Struktur und Funktion der Ras-Proteine

Bei den Genprodukten der ras-Gene handelt es sich um kleine Proteine mit

einem Molekulargewicht von 21 kDa. Die Ras-Proteine gehören zur Familie der

Guaninnukleotid-bindenden Proteine (G-Proteine).

Die Ras-Proteine besitzen eine GTP-bindende Region, eine GTPase Aktivität

und eine GDP/GTP Austausch-Funktion (Barbacid et al., 1987). Sie besitzen

Schalterfunktionen und wechseln zwischen zwei Konformationszuständen: als

GTP-gebundene Moleküle sind sie aktiviert, während sie in der GDP-gebun-

denen Form inaktiv sind. Bei der Aktivierung z.B. durch Wachstumsfaktoren
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wird GDP durch GTP ausgetauscht, wodurch das Protein aktiviert wird. Die

Ras-Proteine besitzen eine endogene GTPase Aktivität, die durch einen allo-

sterischen Aktivator (GAP) oder das Protein des Neurofibromatose-Gens (NF1)

erhöht wird (Martin et al., 1990). Den negativen Regulatoren wirken die Guanin-

nukleotid-freisetzenden Proteine (GNRPs) z.B. Sos entgegen, die den Aus-

tausch von gebundenem GDP gegen GTP aus dem Cytosol fördern und da-

durch Ras-Proteine aktivieren.

Abb.1: Schematische Darstellung der Regulierung der Aktivität von Ras-
Proteinen

Die Ras-Proteine sind durch einen Farnesylrest an der Innenseite der Membran

verankert. Diese Membranverankerung ist Voraussetzung für die biologische

Aktivität der Ras-Proteine (Jackson et al., 1990; Casey et al., 1989). Die Farne-

syl-Protein-Transferase (FPTase), eine Prenyltransferase, bewirkt diese post-

translationale Modifikation. Dieses Enzym besteht aus einer α Untereinheit, die

das Farnesylpyrophosphat (Zwischenprodukt der Cholesterinbiosynthese) bin-

det, und einer β Untereinheit, die das Ras-Protein bindet. Ras-Proteine be-

sitzen an ihrem C-terminalen Ende das sog. CAAX-Motiv. Es handelt sich dabei

um ein Tetrapeptid mit folgender Sequenz: Cystein, aliphatische-AS, alipha-
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tische AS, X= beliebige AS, vorzugsweise Methionin, Serin, Alanin oder Gluta-

min (Haubruck et al., 1991). Die FPTase erkennt diese C-terminale CAAX Se-

quenz, die alle Ras-Proteine gemeinsam haben (Gutierrez et al., 1989). Wei-

terhin werden bei den meisten Ras-Proteinen benachbarte Cysteinreste palmi-

toyliert, was die Membranbindung verstärkt (Hancock et al., 1990).

1.4.3 Die Rolle der p21 Ras-Proteine bei der intrazellulären Signaltrans-

duktion

Ras-Proteine besitzen als regulatorische Proteine eine Schlüsselfunktion bei

der intrazellulären Signaltransduktion zwischen Oberflächenrezeptoren für Sti-

mulationsfaktoren und dem Zellkern (Qui et al., 1991). Extrazelluläre Stimuli

sind z.B. NGF (nerve-growth-factor), PDGF (platelet-derived-growth-factor),

EGF (epidermal-growth-factor), FGF (fibroblast-growth-factor), IGF-1 (insulin-

like-growth-factor) u.s.w. (Medema und Bos 1993).

Es ist jedoch nicht eindeutig spezifiziert worden, welches der drei in der Zelle

vorkommenden Ras-Onkoproteine für die Signaltransduktion der jeweiligen

Wachstumsfaktoren verantwortlich ist.

Durch Mutationen oder autokriner Stimulation können Ras-Proteine ständig

aktiviert werden und somit zur Tumorgenese beitragen.

Mutierte Ras-Proteine treten als Folge von Punktmutationen der Codons 12,

13, 59 oder 61 auf. Diese mutierten Ras-Proteine können mit GTPase akti-

vierenden Proteinen nicht mehr in Wechselwirkung treten und sind somit stän-

dig aktiv (Barbacid 1987).

20-30 % aller menschlichen Malignome werden Ras-Mutationen zugeschrieben

(Bos et al., 1989), wobei beim Neuroblastom die Ras-Punktmutation eine unter-

geordnete Rolle spielt (Moley et al., 1990). Hier wird durch die autokrine Stimu-

lation von Wachstumsfaktoren das Ras-Protein ständig aktiviert.

Aktivierte Ras-Proteine stimulieren Signalkaskaden, die unterschiedliche zellu-

läre Antworten induzieren (Joneson and Bar-Sagi 1997).
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Die Rezeptoren, über die Ras-Proteine aktiviert werden, können Tyrosinkinase-

rezeptoren (Mulcahy et al., 1985), Nicht-Rezeptor-Tyrosinkinasen (Woodrow et

al., 1993) oder heterotrimere G-Proteine (Van Corven et al., 1993) sein.

Wachstumsfaktoren, wie BDNF (brain-derived-neurotrophic-factor) oder

IGF(insulin-like-growth-factor) werden extrazellulär an Tyrosinkinaserezeptoren

gebunden (Ullrich und Schlessinger 1990). Durch die Bindung der Liganden an

den Rezeptor wird die intrazelluläre Tyrosinkinase aktiviert, deren Aktivität

durch eine Autophosphorylierung noch verstärkt wird.

Über diese Tyrosinkinaserezeptoren werden verschiedene cytosolische Pro-

teine aktiviert, wie z.B. die Phospholipase Cγ1, Adapterproteine wie SHC und

Grb2 oder die Phosphatidylinositolphosphat-3-Kinase.

Die Signalkaskade von IGF-II über den Ras/Raf/MAPK-Signaltransduktionsweg

ist bisher am ausführlichsten aufgeklärt worden.

Abb. 2: Signaltransduktionsweg des IGF-Rezeptors-Typ-I

(modifiziert nach LeRoith, 1996)
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Der Typ-I-IGF-Rezeptor ist ein Heterotetramer, daß aus 2 α-Ketten und 2 β-

Ketten besteht und strukturhomolog zum Insulinrezeptor ist. Die Bindung des

IGF-II an den IGF-Rezeptor-Typ-I führt zu einer Transphosphorylierung der

cytosolischen Anteile der ß Ketten des IGF-I Rezeptors. An bestimmte phos-

phorylierte Tyrosinreste des cytosolischen Anteils des Rezeptors binden die

Adaptermoleküle SHC oder IRS-1, die das Signal an das Adapterprotein Grb2

weitergeben. An Grb2 wird der Ras-Aktivator Sos (son of sevenless) oder Ras-

GRF (Guanosinnukleotid-releasing-factor) gebunden, der das p21 Ras-Protein

aktiviert.

Das aktivierte Ras-Protein aktiviert die MAPKinase-Kinase-Kinase (Raf-Kin-

ase), indem durch Bindung des Raf-Proteins an das aktivierte Ras-Protein in

der Plasmamembran und anschließende Phosphorylierung des Raf-Proteins,

dessen Kinaseaktivität verstärkt wird (Leevers et al., 1994). Die Serin-Threonin-

Kinase Raf ist die erste Kinase einer Phosphorylierungskaskade, die über eine

Ras-Aktivierung beschrieben wurde. Das aktivierte Raf-Protein phosphoryliert

und aktiviert eine MAP-Kinase-Kinase, auch MEK genannt, an Serin-und

Threoninresten (Marshall et al., 1994). Das Substrat für MEK, eine Threonin-

Tyrosinkinase, ist die MAP-Kinase (Erk 1/2). MAP-Kinasen phosphorylieren ihre

Zielproteine wiederum an Serin-und Threoninresten. Die MAPK wirkt entweder

im Cytoplasma oder transloziert in den Zellkern, wo sie Transkriptionsfaktoren

durch Phosphorylierung stimuliert.

Transkriptionsfaktoren erfüllen ihre Aufgaben im Zellkern direkt am Promotor

des regulierten Gens.

Aktivierte Ras-Proteine sind in der Lage, die Transkriptionsfaktoren, die mit den

Promotoren früh exprimierender Gene assoziiert sind, zu aktivieren. Der c-fos

Promotor besitzt regulatorische cis-Elemente, wie das SRE (serum-response

element), das einen Komplex mit den regulatorischen Transkriptionsfaktoren

SRF (serum-response-factor) und einem TCF (Ternary-complex-factor) bildet

(Cahill et al.,1996). Zu den TCF-Proteinen gehört die Familie der ETS-Proteine

(ELK-1, Sap-1a/b und Sap-2/Erp/Net). Die Transkription früh exprimierender

Gene setzt innerhalb von Minuten nach der Stimulation einer Zelle durch

Wachstumsfaktoren ein (Gille et al., 1995).
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Zu den MAP-Kinasen gehören mindestens drei Enzyme: 1.) ERK (durch extra-

zelluläre Signale regulierte Kinase) aktiviert u.a. die Transkriptionsfaktoren Elk1

(Marais et al., 1993) und c-Myc (Davis, 1995), 2.) JNK (Jun N-terminale Kinase)

phosphoryliert  c-Jun. Ein Substrat von 3.) p38 ist der Transkriptionsfaktor ATF-

2.

1.4.4 Unterbrechung der Signaltransduktion durch Verhinderung der

Membranverankerung der Ras-Proteine

Beim Neuroblastom kommt es durch autokrine Stimulation zur ständigen Akti-

vierung der Ras-Proteine, und somit über den Signaltransduktionsweg zur er-

höhten Expression von Transkriptionsfaktoren (Keim et al.; 1993). Da die biolo-

gische Aktivität der Ras-Proteine von deren Membranverankerung abhängig ist,

läßt sich durch Verhinderung der Membranverankerung der Signaltransduk-

tionsweg der autokrinen Wachstumsfaktoren vom Rezeptor zum Zellkern unter-

brechen (Jackson et al., 1990). Die Folge wäre, daß die Expression des c-fos,

c-jun aber auch des N-myc-Gens nicht mehr von den Wachstumsfaktoren

ausgelöst werden kann.

1.5 Farnesyltransferaseinhibitoren

Bei Tumoren, bei denen eine erhöhte Aktivität der Ras-Proteine eine

entscheidene Rolle in der Pathogenese spielt, könnte die Inaktivierung von

Ras-Proteinen durch Farnesyltransferaseinhibitoren von therapeutischem Nu-

tzen sein. In den letzten Jahren wurde von vielen Arbeitsgruppen nach solchen

Inhibitoren gesucht, und ihre Wirkung erforscht, um neue Wege in der Krebs-

therapie zu entwickeln. Solche Inhibitoren haben nur eine therapeutische Be-

rechtigung, wenn sie das Wachstum von Tumorzellen hemmen, ohne eine

Zytotoxizität gegenüber normalen Zellen zu haben. Es werden Farnesyltransfe-

raseinhibitoren mit unterschiedlichen Mechanismen, mit ihren Vor-und Nach-
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teilen beschrieben. Spezifische Hemmstoffe der Farnesylproteintransferase

wurden sowohl in Strukturanalogie zum Farnesylpyrophosphat als auch zur

CAAX-Peptidsequenz der Ras-Proteine entwickelt.

Lovastatin bewirkt die Hemmung der HMG-CoA Reduktase, ein Schlüsselen-

zym der Cholesterinbiosynthese. Durch die Unterbrechung der Cholesterinbio-

synthese kann Farnesylpyrophosphat, ebenfalls ein Zwischenprodukt der Chol-

esterinbiosynthese, nicht mehr synthetisiert werden, und somit das Ras-Protein

nicht farnesyliert werden. Mit Lovastatin wurde bereits in verschiedenen

Neuroblastomzellinien eine Reduktion des N-Ras Proteingehalts in der

Membranfraktion je nach Zellinie zwischen 30 % und 43 % erreicht (Girgert et

al., 1994).

Patulin, ein Metabolit verschiedener Pilzarten, bewirkt eine direkte Inhibition der

FPTase.

Die beiden Farnesylpyrophosphatanaloge �Hydroxyfarnesylphosphonat und

der FPT-Inhibitor III, ein Oxyaminoethylphosphonsäurederivat von Farnesol,

besitzen zwar die hydrophobe, von dem Enzym Farnesylproteintransferase er-

kannte Farnesylstruktur, die nicht hydrolysierbare Phosphonatgruppe verhin-

dert jedoch die Übertragung des Farnesylrestes auf das Cystein der Ras-

Proteine, so daß diese beiden Hemmstoffe das Farnesylpyrophosphat kompe-

titiv von dem Enzym verdrängen (Manne et al., 1995). In H-ras-transformierten

Mausfibroblasten wurde für die 50 %ige Hemmung der Farnesylierung des H-

Ras-Proteins mit α-Hydroxyfarnesylphosphonat eine Konzentration von 1 µM

benötigt (Gibbs et al., 1993).

Tetrapeptide mit der CAAX-Sequenz erwiesen sich zwar als wirkungsvolle

Hemmstoffe, konnten jedoch aufgrund ihrer polaren Struktur sehr schlecht in

Zellen aufgenommen werden (James et al., 1994).

Peptidomimetika  besitzen in ihrer räumlichen Struktur große Ähnlichkeiten zu

den CAAX-Tetrapeptiden, weisen jedoch keine spaltbaren Peptidbindungen

mehr auf, und enthalten weniger elektrisch geladene Gruppen, so daß die Per-

meation durch die Zellmembran verbessert ist (Kohl et al.,1994) (Lerner et

al.,1995).
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In vielen Fällen war es notwendig, für Zellkulturen und vor allen Dingen für die

Anwendung im Tierversuch, eine Vorstufe, Prodrug zu entwickeln, die eine

bessere Membrangängigkeit besitzt. Hierzu wurde die C-terminale Carboxyl-

gruppe durch einen Methylester ersetzt, der nach der Aufnahme in die Zelle

durch intrazelluläre Esterasen abgespalten wird, und dort in den eigentlichen

Hemmstoff umgewandelt wird. Diese Substanzen wie z.B.”FTI-277” erwiesen

sich als nicht toxisch und es wurden weder makroskopische noch mikrosko-

pische Veränderungen im Knochenmark oder Gastrointestinaltrakt beobachtet

(Kohl et al., 1994) (James et al., 1994) (Sun et al, 1995).

Die Beobachtung, daß Tumore ohne aktivierte Ras-Mutation, deren malignes

Wachstum durch autokrine Wachstumsfaktoren ausgelöst wird, auf die Hemm-

ung der Farnesylproteintransferase mit einer Blockierung des Wachstums

reagieren können, war der Anlaß, die Auswirkungen des Farnesyltransfer-

asehemmstoffes “FTI-277” auf das Wachstum von Neuroblastomzellen zu un-

tersuchen (Sepp et al., 1995).

1.6 Der Wachstumsfaktor IGF-II (insulin-like-growth-factor) und
seine Rezeptoren

IGF-I und IGF-II werden zusammengefaßt als Somatomedine bezeichnet. Bei-

de Polypeptide bestehen aus einer singulären Peptidkette und weisen unterein-

ander eine hochgradige Homologie von 62 % auf.

IGF-II ist ein schwach saures Peptid mit 67 Aminosäuren. Das IGF-II-Gen liegt

am Ende des kurzen Armes von Chromosom 11 in unmittelbarer Nachbarschaft

des Insulin-Gens (11p15) (Tricoli et al., 1984) (Brissenden et al., 1984). Es ist

für das Gen eines Peptidhormons außergewöhnlich lang und komplex aufge-

baut. Das menschliche IGF-II-Gen besteht aus 9 Exons und enthält 4 Promo-

toren. Die Verwendung unterschiedlicher Promotoren und der zugehörigen Ex-

ons bewirkt eine Heterogenität der IGF-II mRNA mit Längen zwischen 6 und

2,2 kb, die wie bei IGF-I gewebe-und entwicklungsspezifisch exprimiert werden

(Daughaday et al., 1989).
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Die Wachstumsfaktoren IGF-I und IGF-II sind Proteine, die neben anderen

Wachstumsfaktoren den Zellen das Signal zum Wachstum geben. Die

wachstumsfördernden Wirkungen beider IGFs laufen in erster Linie über den

IGF-I-Rezeptor und in begrenztem Umfang über den Insulinrezeptor. Der IGF-I

Rezeptor ist ein Heterotetramer aus 2 α-Ketten und 2 β-Ketten. Der Typ-II IGF-

Rezeptor besteht aus einer singulären Peptidkette und ist identisch mit dem

Kationen-unabhängigen Mannose-6-Phosphat-Rezeptor. IGF-II bindet zwar mit

einer höheren Affinität an den IGF-II-Rezeptor, jedoch ist die Signaltransduktion

des IGF-II-Rezeptors noch sehr unklar.

Der IGF-I-Rezeptor gehört zur Familie der Insulinrezeptoren, zu der neben dem

Insulinrezeptor, der IGF-I-Rezeptor und der “insulin-receptor-related-receptor”

gehört. Das IGF-I-Rezeptor Gen liegt auf dem Chromosom 15, ist über 100 kb

groß und enthält 21 Exons, die eine 11 kb mRNA codieren (LeRoith et al.,

1996) (Meghani et al., 1993). Der Wachstumsfaktor IGF-II spielt eine wichtige

Rolle in der Regulation von neuronalem Wachstum (Martin et al., 1993).

1.7 Autokrine Stimulation beim Neuroblastom

Tumore werden oft durch Wachstumsfaktoren stimuliert, den die Zellen selbst

produzieren, und für den sie auch den dazugehörigen Rezeptor exprimieren.

Diese autokrine Stimulation des Tumorwachstums wird bei einer Reihe von ma-

lignen Erkrankungen beobachtet (Bajzer et al., 1990). Die autokrine Stimula-

tion führt zur ständigen Aktivierung der Signaltransduktionswege und somit zur

erhöhten Expression von Transkriptionsfaktoren, die die Zellproliferation beein-

flussen. Neuroblastome sezernieren den Wachstumsfaktor IGF-II und exprimie-

ren seinen Rezeptor (El-Badry et al., 1989), aber auch andere Wachstums-

faktoren, wie BDNF und der dazugehörige Rezeptor trk-B, werden von Neuro-

blastomem exprimiert (Nakagawara et al.; 1994).

Die Unterbrechung der autokrinen Stimulation ist ein interessanter Ansatzpunkt

für ursachenspezifische Therapiemöglichkeiten bei diesen Tumoren.
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1.8 Aufgabenstellung

Defekte in Signaltransduktionswegen werden bei vielen Tumoren beobachtet.

Beim Neuroblastom wird eine autokrine Stimulation durch Wachstumsfaktoren

beschrieben. Sowohl in der Pharmaindustrie als auch in der Biologie und Medi-

zin wird nach Inhibitoren gesucht, die diese Signaltransduktionswege unter-

brechen und somit das Tumorwachstum unterdrücken können. Ziel dieser Ar-

beit sollte es sein, die Auswirkungen der Unterbrechung der autokrinen

Stimulation durch den Wachstumsfaktor IGF-II nach Inaktivierung der Ras-

Proteine durch Farnesyltransferaseinhibitoren zu untersuchen.

1.  Nachweis der autokrinen Stimulation durch den Wachstumsfaktor IGF-II und

seinem Rezeptor

Im ersten Teil der Arbeit sollten Neuroblastomzellen auf die autokrine Stimu-

lation von IGF-II sowie dessen Rezeptor geprüft werden. Mittels eines radio-

aktiven IGF-II Nachweises sollte die IGF-II Konzentration in Zellüberständen

gemessen werden. Mit Hilfe der nicht-radioaktiven Northern-Blot Technik sollte

die Expression des IGF-I-Rezeptors nachgewiesen werden.

2. Untersuchung des Signaltransduktionsweges von IGF-II über den IGF-I- Re-

zeptor auf verschiedenen Ebenen

Der IGF-II Signaltransduktionsweg wird u.a. über den Ras/Raf/MAPK/Signal-

transduktionsweg beschrieben. Es werden Aktivierungen von Proteinkinasekas-

kaden bis zur Aktivierung von Transkriptionsfaktoren, wie c-Fos, c-Jun und c-

Myc beschrieben (Mattson et al., 1990) (Strong et al., 1994), (Haguel de Mou-

zon et al., 1991),

Mit Hilfe eines nicht-radioaktiven-MAPK-Assays sollte untersucht werden, ob

durch IGF-II die MAPK aktiviert wird.

Beim Neuroblastom wird in fortgeschrittenen Stadien eine verstärkte N-myc-

Amplifikation und Expression beobachtet. Es sollte überprüft werden, ob die N-

myc-mRNA durch die autokrine Stimulation mit dem Wachstumsfaktor IGF-II
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hochreguliert wird. Dieses sollte mit der nicht-radioaktiven Northern-Blot Tech-

nik untersucht werden.

3. Unterbrechung des Signaltransduktionsweges mit Inhibitoren der Farnesyl-

transferase und deren Auswirkung

Die Unterbrechung der autokrinen Stimulation ist ein Ansatzpunkt für ursachen-

spezifische Therapiemöglichkeiten bei diesen Tumoren.

In diesem Teil der Arbeit sollten die Auswirkungen der Unterbrechung der in-

trazellulären Signaltransduktion von IGF-II untersucht werden. Wie bereits be-

schrieben, ist das Ras-Protein nur aktiv, wenn es farnesyliert vorliegt.

Bei der Untersuchung der Hemmung der Ras-Membranverankerung in unse-

rem Labor wurde gezeigt, daß nach 4 Tagen Behandlung mit 10 µM “FTI 277”

in den Zellinien Kelly und IMR32 eine 50 % Hemmung der Ras Membran-

verankerung erreicht wird (Girgert, persönliche Mitteilung), (Girgert et al., 2000,

Abstract). Nach einer Hemmung der Membranverankerung der Ras-Proteine

unter diesen Bedingungen sollte untersucht werden, welche Vorgänge bei der

intrazellulären Signaltransduktion von aktivem Ras-Protein abhängig sind.

Durch Northern-Blots und semi-quantitative-RT-PCR sollten die Auswirkungen

der Inaktivierung der Ras-Proteine auf die N-myc-Expression untersucht wer-

den. Weiterhin sollte die Inaktivierung der MAPK nach Inaktivierung der Ras-

Proteine untersucht werden.

4. Auswirkung der Hemmung der Ras-Membranverankerung auf die Zellprolifer-

ation

Die Auswirkungen dieser Hemmversuche auf das Wachstum der Neuroblas-

tomzellen sollten in Proliferationsassays (MTT) überprüft werden.
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2 Material und Methoden

2.1  Geräte, Materialien und Chemikalien

2.1.1 Geräte

Folgende Geräte wurden für die Versuche verwendet:

Begasungsbrutschrank: Heraeus, Hanau

Elektroblottingapparatur: Biorad, Heidelberg

Elektrophoreseapparatur (14 x 10,5 cm): Marke Eigenbau, Kinderklinik

ELISA-Reader: Pharmacia, Freiburg

Homogenisationsgefäß: Braun, Melsungen

Homogenisationsmotor: Janke und Kunkel KG, Staufen

Hybridisierungsofen: Bachofer, Reutlingen

Hyperfilm TM-ECL: Amersham, Braunschweig

Mikroskop Leitz Fluovert FS: Leitz, Wetzlar

Mikrowaage Analytic A120S: Sartorius, Göttingen

Netzgerät: Renner, Darmstadt

pH-Meter: WTW, Weilheim

Phast System: Pharmacia LKB, Freiburg

Plattenschüttler: Roth, Karlsruhe

Röntgenfilmkassette: Siemens GmbH, Berlin

Spektralphotometer PM2D: Zeiss, Oberkochen

Sterile Werkbank HLB 2472 GS: Heraeus, Hanau

Teflon-Kolben: Braun, Melsungen

Temp-Cycler-II-Coy: Laboratory Products, Am Arbor/USA

Tischzentrifuge Mikroliter: Hettich, Tuttlingen

UV Cross-Linker: Bachofer, Reutlingen

Variofuge K: Heraeus-Christ, Osterode

Videokamera CS-1 Imagen: Cybertech, Berlin

Software: Wincam, Berlin
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2.1.2 Plastikmaterialien

Einmalpipetten, Petrischalen und Zentrifugenröhrchen: Greiner, Nürtingen

Zellkulturflaschen, Mikrotiterplatten und Einfrierröhrchen : Costar, Fernwald

Probengefäße: Eppendorf, Hamburg

Oligo-(dT)-Säulen, Elektrophoresekammer-und Kämme: Pharmacia, Freiburg

Zipper-Tops: Aldrich, Steinheim

2.1.3 Chemikalien

Salze und Lösungsmittel wurden in p.A. Qualität bei Sigma und Merck gekauft.

RPMI-1640 Medium, PBS-Dulbecco und Fötales Kälberserum lieferte die Firma

Seromed, Berlin.

Phast-Gradientengele (10-15%), Native Pufferstreifen, DTT, Oligo-dT-Cellu-

lose, "Bulk first strand puffer" und dNTP waren von Pharmacia, Freiburg.

Taq-Polymerase, Taq-Puffer und Q-solution waren von Quiagen, Hilden.

Hepes-Puffer, Gentamycin und DNA-Längenstandard wurden bei Gibco, Eg-

genstein gekauft.

Phenol/Chloroform Lösung, PVDF-Membran, Roti-Block und Maleinsäurepuffer

wurde von Roth, Karlsruhe bezogen.

Pyrokohlensäurediethylester, Sodiumlaurylsulfat, Bromphenol, Ethylendiamin-

tetraacetat, Mercaptoethanol, Trypanblau und Guanidin-Thiocyanat-Salz wurde

von Sigma, München geliefert.

Anti-Digoxigenin-Alkalische-Phosphatase-Fab-Fragment, RNA-Längenstandard

II (1,6-7,4 kb), Blockierungslösung, PCR-Dig.-Synthese- Kit, Dig. markierte Ko-

ntroll-DNA und CSPD wurden von Boehringer, Mannheim bezogen.

Sodium-N-Lauroylsarcosinat lieferte die Firma Fluka, Neu-Ulm.

Dimethylsulfoxid (DMSO) stammte von Merck, Darmstadt.

Die verwendeten Primer wurden von Appligene, Illkirch hergestellt.

Die Nylonmembran Hybond N+ war von Amersham, Braunschweig.

Blotting Papier BF-2 wurde von der Firma Migge und Glock, Leonberg gekauft.
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Der Hemmstoff “FTI 277” stammte von Calbiochem, Heidelberg.

IGF-II wurde von der Firma Mediagnost, Tübingen bezogen.

Der nicht-radiokative-MAPK-Immunopräzipitationskit wurde von der Firma

Upstate erworben.

Okadaicsäure, Tautomycin, Aprotinin und PMSF wurden von der Firma Sigma

bezogen.

Der BCA-Protein-Assay-Kit wurde von der Firma Pierce in Rockford (USA)

bezogen.

2.1.4 Zellinien

Die Neuroblastomzellinie IMR32 wurde am Institut of Medical Research,

Camden, New Jersey (Tumilowicz et al., 1970) etabliert und von der American

Type Culture Collection gekauft.

Die Neuroblastomzellinien SK-N-SH und SK-N-AS wurden am Sloan-Kettering

Institut, New York (Biedler et al., 1973) (Sugimoto et al.,1984) etabliert und über

die American Type Culture Collection bezogen.

Die Zellinie Kelly wurde an der Mount-Sinai-School of Medicine, New York

etabliert (Schwab et al., 1983).

Die Rattenphäochromozytomazellinie PC12 wurde an der Havard-Medical

School, Boston etabliert (Greene und Tischler, 1976).
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellkulturen

Die gesamte Arbeit mit Zellkulturen wurde unter sterilen Bedingungen durch-

geführt.

Kulturmedien:

RPMI-1640-Medium wird supplementiert mit:

10 % FCS

 2 mM L-Glutamin

25 mM Hepes-Puffer

50 µg/ml Gentamycin

Einfriermedium:

40 % RPMI

45 % FCS

15 % Dimethylsulfoxid (DMSO)

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

2.2.1.1 Anzucht und Subkultivierung von Tumorzellen

Die Neuroblastomzellen wachsen als adhärente Zellen in RPMI-Medium in 5 %

CO2 in einem mit Wasserdampf gesättigten Brutschrank bei 37°C. Ein Medium-

wechsel erfolgt an jedem 2. Tag. Ist die Konfluenz erreicht, werden die Zellen

subkultiviert. Hierzu wird das Kulturmedium abgesaugt, die Zellen 3 Minuten mit

2 ml 37°C warmen 1 mM EDTA in PBS- inkubiert und danach von der Kulturfla-

sche abgelöst. Dann werden die abgelösten Zellen in 10 ml RPMI Medium sus-

pendiert und auf zwei Kulturflaschen verteilt (sog. Passagenwechsel). Die Kul-

turflaschen werden mit Medium auf ca. 20 ml aufgefüllt.
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2.2.1.2 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Die adhärent wachsenden Zellen werden abgelöst, die Zellsuspension in steri-

len Zentrifugenröhrchen 10 Minuten bei 400 g abzentrifugiert, das Sediment in

500 µl Kulturmedium resuspendiert, 500 µl Einfriermedium hinzugegeben und

anschließend wird die Zellsuspension in Einfrierröhrchen überführt. Die Zellen

werden schonend verpackt, 24 Stunden bei -70°C eingefroren und anschlie-

ßend in flüssigem Stickstoff gelagert.

Die Zellen werden kurz bei 37°C aufgetaut und in Zellkulturflaschen mit 20 ml

RPMI Medium pipettiert. Nach einem Tag muß das Kulturmedium gewechselt

werden, da DMSO schädigend auf die Zellen wirkt.

2.2.1.3 Behandlung der Zellen mit dem Wachstumsfaktor IGF-II

Die Zellen werden 48 Stunden in serumfreiem Medium kultiviert. Danach wer-

den die Zellen mit [50 ng/ml] IGF-II für 15 bzw. 30 Minuten stimuliert und an-

schließend die mRNA isoliert. Aufgrund der hohen Plastikadhärenz der Wachs-

tumsfaktoren wird dem serumfreien Medium 0,1 % BSA zugefügt.

2.2.1.4 Behandlung der Zellen mit dem Hemmstoff “FTI 277”

Die Zellen werden für 48 Stunden mit [10 µM] Hemmstoff “FTI 277” in Vollme-

dium und für weitere 48 Stunden mit [10 µM] Hemmstoff “FTI 277” in serum-

freiem Medium inkubiert. Die mRNA dieser Zellen wird dann sofort isoliert

(Kontrolle) oder die behandelten Zellen werden nochmals für 15 bzw. 30

Minuten mit [50 ng/ml] IGF-II in serumfreiem Medium stimuliert und dann eine

mRNA Isolierung durchgeführt.
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2.2.2 Zellzahlbestimmung

20 µl Zellsuspension werden mit 20 µl Trypanblau (0,4 %) gemischt und in eine

Neubauer-Zählkammer gefüllt. Die Zellen werden im Mikroskop bei 100-facher

Vergrößerung ausgezählt. Die vitalen Zellen sind ungefärbt, die toten Zellen

färben sich blau. Die Zellzahl in einem Quadranten (16 große Quadrate) mit 104

und dem Verdünnungsfaktor 2 multipliziert, ergibt die Zellzahl pro Milliliter.

2.2.3 Proliferationstest (MTT)

Der MTT Proliferationstest ist ein quantitiativ colorimetrischer Test, der lebende

Zellen durch ihre mitochondriale Stoffwechselaktivität nachweist. Das den

Zellen angebotene MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium-

bromid) wird von Mitochondrien vitaler Zellen in einer NADH abhängigen Re-

aktion zu Formazanen umgebaut. Die Farbintensität und Vitalität sind einander

direkt proportional.

Durchführung:

In 96-Loch-Mikrotiterplatten werden 2 x104 Zellen pro well in 50 µl

a) Vollmedium (als Wachstumskontrolle)

b) 0,2 % Serum

ausgesät und für 24 h bei 37°C kultiviert.

Nachdem die Zellen an Plastik adhärent angewachsen sind, wird

a.) der Wachstumsfaktor IGF-II in 50 µl zugeführt. Die Endkonzentration be-

trägt [10, 50 und 100 ng/ml].

Zur Vermeidung der starken Plastikadhärenz von IGF-II wird 0,1 % BSA/RPMI

als Lösungsmittel verwendet.

b.) der Hemmstoff “FTI-277” [10 µM] zugegeben.

Nach verschiedenen Inkubationszeiten (0 h, 24 h und 48 h) werden je 10 µl

MTT Lösung [0,5 mg/ml] zu den 100 µl Medium pro well zugegeben. Die 96-

Loch-Platten werden für weitere 4 h bei 37°C inkubiert. Durch anschließende
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Zugabe von 100 µl saurem Isopropanol [4mM HCl] pro well werden die Zellen

lysiert. Die während der Inkubationszeit aus dem MTT gebildeten blauen Farb-

kristalle werden durch Ultraschall gelöst und bei 500 nm gegen eine Referenz-

wellenlänge von 630 nm in Mikrotiterplattenphotometer gemessen. Als Nullwert

wird die Extinktion in einem Ansatz bestimmt, der die jeweiligen Lösungen und

Medium enthält, jedoch keine Zellen.

2.2.4 Molekularbiologische Methoden

2.2.4.1 Isolierung der mRNA

Der Anteil der mRNA beträgt nur 3-5 % der Gesamt-RNA einer Zelle. Zuerst

wird aus den Zellen die Gesamtmenge aller Nukleinsäuren isoliert. Diese Prä-

paration dient als Ausgangsmaterial zur mRNA-Isolierung. Der Extraktions-

puffer, in dem die Zellen homogenisiert werden, enthält Guanidiniumthiocyanat

mit einer chaotropen Wirkung. Es bewirkt eine Denaturierung der Proteine und

Inaktivierung der RNA-Endonukleasen, welche die RNA nach dem Homogeni-

sieren der Zellen verdauen könnten (Chirgwin et al., 1979). Die anschließende

Chloroform-Phenol-Extraktion dient der Abtrennung von Proteinen aus dem

Isolat. Durch eine anschließende Ethanolfällung werden die Nukleinsäuren kon-

zentriert.

Eukaryontische mRNA besitzt an ihrem 3’ Ende eine Kette von etwa 200 Ade-

nylresten. Diese Eigenschaft wird zur Isolierung der mRNA ausgenutzt. Die

Oligo-(dT)-Cellulose dient dabei mit ihren Thymidinresten als Hybridisierungs-

partner der Adenylketten der mRNA-Moleküle. Die Intensität der Bindung nimmt

mit der Salzkonzentration des umgebenden Puffers zu. Deshalb finden die Bin-

dung der mRNA an die Oligo-(dT) Cellulose und die ersten Waschschritte im

Bindungspuffer mit einer relativ hohen NaCl Konzentration [0,5 M] statt. Die

weiteren Waschschritte im “Low-salt-Puffer” mit einer geringeren NaCl-Konzen-

tration [0,1 M] dienen der Auflockerung der Bindung zwischen mRNA und
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Oligo-(dT)-Cellulose. Eluiert wird die mRNA von der Oligo-(dT)-Cellulose bei

68°C mit einem Elutionspuffer, welcher kein NaCl enthält.

Durchführung:

Präparation der Zellen und Homogenisierung:

Die Zellen werden von der Kulturflasche mit 5 ml PBS/EDTA abgelöst und 10

Minuten bei 400 g abzentrifugiert. Anschließend wird eine Zellzahlbestimmung

mit Hilfe der Neubauer-Zählkammer durchgeführt.

Das Pellet wird in 1 ml Extraktionspuffer aufgenommen (37°C), gevortext und

homogenisiert. Alle Schritte sollten auf Eis erfolgen. Das Homogenat wird mit 2

ml Elutionspuffer verdünnt, anschließend wird 5 Minuten zentrifugiert (11000 g,

4 °C).

Chloroform-Phenol-Extraktion

3 ml Chloroform-Phenol-Gemisch werden mit dem zentrifugierten Überstand

versetzt, geschüttelt und 5 Minuten bei 4500 rpm in der Variofuge Heraeus

zentrifugiert. Es entstehen 2 Phasen. An der Phasengrenze sammeln sich die

denaturierten Proteine als weiße Bande gut sichtbar an. Die obenstehenden

DNA-und RNA-haltige wässrige Phase wird abgenommen.

Die Nukleinsäurelösung wird mit 1/10 (Volumen) [2,5 M] Kaliumacetat (pH 5,0)

und mit dem 2,5 fachen (Volumen) 100 % kaltem Ethanol für mindestens 24

Stunden gefällt (20°C). Anschließend wird die Lösung 5 Minuten bei 11 000 g

zentrifugiert, der Überstand verworfen und das Pellet für ca. 1 Stunde ge-

trocknet. Das Pellet wird in 100 µl “High-salt-Puffer” aufgenommen, resus-

pendiert und die Konzentration der Nukleinsäure bei 260 nm bestimmt (1:200

Verdünnung).

mRNA Isolierung

1 ml Oligo-(dT)-Cellulose [25 mg/ml] in Bindungspuffer wird für 1 Minute bei

11000 g zentrifugiert. Der Überstand wird verworfen. Die Nukleinsäurelösung

wird auf das Oligo-(dT)-Cellulose-Pellet pipettiert und für 3 Minuten geschüttelt.

Anschließend wird 10 Sekunden bei 11 000 g zentrifugiert.

Das Sediment wird 5 mal mit 1 ml Bindungspuffer gewaschen (jeweils 10 Se-

kunden bei 11000 g zentrifugiert). Danach wird 2 mal mit jeweils 1 ml Puffer
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eines niedrigen Salzgehaltes (Low-salt-Puffer) gewaschen. Das Sediment wird

in 300 µl ”Low-salt-Puffer” aufgenommen. Diese Suspension wird auf eine

Säule für die Oligo-(dT) Chromatographie pipettiert und zentrifugiert. Es werden

nochmals 300 µl ”Low-salt-puffer” auf diese Säule pipettiert und zentrifugiert.

Anschließend wird die gebundene mRNA 2 mal mit jeweils 300 µl eines auf

65°C erwärmten Elutionspuffers von der Oligo-(dT)-Cellulose zentrifugiert.

Dann erfolgt die Bestimmung der mRNA-Konzentration im Eluat und eine

erneute Ethanolfällung.

Photometrische Bestimmung der RNA Konzentration

RNA besitzt ein Absorptionsmaximum bei einer Wellenlänge von 260 nm.

Definitionsgemäß entspricht eine optische Dichte (OD) von 1,0 bei einer

Wellenlänge von 260 nm einer RNA-Konzentration von [40 µg/ml]. Daraus

ergibt sich für die Berechnung der RNA-Konzentration in den Proben folgende

Formel:

E260 x 40 x Verdünnungsfaktor = RNA [µg/ml]

Neben der Messung bei 260 nm wird eine weitere OD-Messung bei einer

Wellenlänge von 280 nm durchgeführt. Der Quotient E 260/E280 erlaubt eine

Aussage über die Reinheit der RNA Präparation: Werte größer als 2,0 weisen

auf eine hohe RNA-Reinheit hin, während Werte kleiner als 1,8 für eine

Kontamination der Probe mit Proteinen sprechen.

Die zweite Ethanolfällung dient der Verringerung des Probenvolumens auf 10

µl. Es folgt eine weitere photometrische Bestimmung der mRNA Konzentration.

Bis zur weiteren Verwendung werden die mRNA Proben bei -70 C gelagert.

Zur mRNA-Isolierung wurden 7-10 Millionen Zellen eingesetzt. Aus diesen

Zellen wurden durch Chloroform-Phenol-Extraktion 100-200 µg Gesamt-RNA

gewonnen. Durch die Affinitätschromatographie an Oligo-(dT)-Cellulose wurden

aus der Gesamt-RNA etwa [5-10 µg] mRNA isoliert. Dieses entspricht einer 20-

fachen Anreicherung der mRNA.
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Verwendete Puffer und Chemikalien:

Extraktionspuffer: 4 M GTC

0,1 M Tris-HCl (pH 7,5)

1 % Mercaptoethanol

0,5 % Sarcosine

High-salt-Puffer: 10 mM Tris-HCl (pH 7,4)

1 mM EDTA

0,5 M NaCl

Low-salt-Puffer: 10 mM Tris-HCl (pH 7,4)

1 mM EDTA

0,1 M NaCl

Elutionspuffer: 10 mM Tris-HCl (pH 7,4)

1 mM EDTA

Oligo-(dT)-Cellulose: 25 mg/ml (Bindungspuffer)

Kaliumacetat: 2,5 M Kaliumactetat (pH 5,0)

PBS-EDTA: 1 mM EDTA

PBS (w/o Ca++, Mg++)

2.2.4.2 Northern-Blotting

Zur Quantifizierung der Genexpression werden die mRNA Proben unter dena-

turierten Bedingungen in einem Agarosegel elektrophoretisch nach ihrem Mole-

kulargewicht aufgetrennt. Daraufhin folgt das Übertragen der mRNA aus dem

Gel auf eine Nylonmembran durch Kapillarkräfte (Blotting). Durch das an-
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schließende UV-Crosslinken kommt es zu kovalenten Bindungen zwischen der

mRNA und der Nylonmembran.

Die mit den mRNA Molekülen beladene Nylonmembran wird mit Digoxigenin

markierten cDNA-Sonden hybridisiert. Die markierte cDNA-Sonde kann nach

der Bindung an die spezifische mRNA durch eine immunologische Reaktion

nachgewiesen werden. Dazu wird ein Anti-Dig.-Antikörper, welcher das Enzym

Alkalische Phosphatase trägt, mit der Nylonmembran inkubiert. Das zum

Schluß hinzugegebende Detektionsreagenz wird von der Alkalischen Phospha-

tase des Antikörpers unter Freisetzung von Licht umgesetzt, welches auf einem

Röntgenfilm festgehalten wird.

2.2.4.2.1 mRNA-Elektrophorese

Die mRNA wird nach Molekulargewichten in einem [0,8 %] Agarosegel elektro-

phoretisch aufgetrennt. Dazu werden die Proben 10 Minuten bei 70 °C dena-

turiert, um Bindungen komplementärer Sequenzen zu verhindern. Danach wer-

den die Proben auf Eis gestellt, um Reassoziationen zu vermeiden.

Die elektrophoretische Auftrennung der mRNA erfolgt bei 110 V, max. 60 mA

für 3 Stunden.

Gelzusammensetzung: 0,8 % Agarosegel (Schmelztemperatur 36 °C)

20 mM MOPS (4-Morpholino-propansulfat)

1,1 % Formaldehyd

Verwendete Puffer:

10 X MOPS 200 mM MOPS (pH 7,0)

50 mM Natriumacetat

10 mM EDTA
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Probenpuffer: 50 % Formamid

6 % Formaldehyd

0,025 % Bromphenol

3 % Glycerin

20 mM MOPS

Laufpuffer: 20 mM MOPS

2.2.4.2.2 Northern-Blotting

Die nach Molekulargewichten aufgetrennte mRNA wird auf eine Nylonmembran

übertragen (geblottet).

Für den Transfer der RNA von dem Gel auf die Nylonmembran wird ein sog.

“downward-blotting “ von oben nach unten verwendet. Zuerst wird das Gel 3 x 5

Minuten in DEPEC-Wasser gewaschen, um das Formaldehyd zu entfernen.

Anschließend wird das Gel in 20 x SSC äquilibriert. Auf einen Stapel Papier-

tücher werden fünf Streifen Blotting-Papier und die positiv geladene Nylon-

membran in Gelgröße (10 x 12,5 cm) gelegt. Unmittelbar auf der Membran

kommt das Gel zu liegen. Über das Gel werden nochmals drei Blotting-Papiere

in Gelgröße und darüber zwei längere Blotting-Papiere, die in ein Vorratsgefäß

mit 20 x SSC reichen, gelegt. Das Blotting-Papier, sowie die Nylonmembran

sind mit 20 x SSC getränkt. Nach 14 Stunden blotten wird die Nylonmembran 5

Minuten in DEPEC-Wasser gewaschen und 1 Stunde getrocknet.

20 X SSC: 3 M NaCl

0,3 M Natriumcitrat (pH 7,0)



Material und Methoden

33

2.2.4.2.3 Fixierung der RNA auf der Membran

UV Bestrahlung [0,15 J/cm2] stabilisiert die Bindung der RNA an der Nylon-

membran. Die UV Bestrahlung führt zu Strangbrüchen. Durch die entstehenden

offenen Enden wird die RNA besser an die Nylonmembran gebunden.

2.2.4.3 Markierung von cDNA-Sonden über Reverse Transkriptase-

Polymerasekettenreaktion und gleichzeitigem Digoxigenineinbau

(RT-PCR Digoxigenin labeling)

Da die Polymerasekettenreaktion DNA als Ausgangsmaterial benötigt, erfolgt

zunächst die Anfertigung einer komplementären DNA Kopie (cDNA). Die cDNA

wird mit Hilfe des Enzyms Reverse Transcriptase hergestellt. Reverse Tran-

scriptase ist ein Enzym, welches aus Retroviren isoliert wird und in der Lage ist

RNA in DNA zu transkribieren. Dieses Template (RNA-DNA-Hybrid) wird in die

Polymerasekettenreaktion eingesetzt. Durch die PCR erfolgt eine Vermehrung

(Amplifikation) von bestimmten cDNA-Sequenzen aus dem Gen. Bei der PCR

bedient man sich der Eigenschaften der DNA Replikation. Zwei Primer, deren

Sequenz komplementär zu einem Randbereich von jeweils einem der beiden

Stränge der cDNA ist, fungieren dann als Startermoleküle für die DNA Syn-

these durch die Taq-Polymerase.

Durchführung:

a.) Reverse Transkriptase (RT)

Die als Ausgangsmaterial benötigte mRNA wurde aus Neuroblastomzellen der

Zellinie IMR32 isoliert. Die mRNA wird 10 Minuten bei 70°C denaturiert.

Anschließend wird folgendes Pipettierschema entsprechend der Anleitung des

“First-strand-cDNA-Kit” (Pharmacia) verwendet.
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Komponenten Volumen Endkonzentration

mRNA 8 µl 1 µg/15µl

“Bulk first strand”* 5 µl

DTT (200 mM) 1 µl 15 mM

Primer B

(25 pmol/µl)

1 µl 1,67 µM

*"Bulk first strand Puffer" : 45 mM Tris (pH 8,3); 68 mM KCl; 9 mM MgCl; 0,008

mg/ml BSA; je 1,8 mM dNTP; Reverse Transcriptase [5 U/µl]; RNAse-Inhibitor

[2,7 U/µl].

Die 15 µl Gesamtvolumen werden für 1 h bei 37°C inkubiert.

Das RT-Produkt (RNA-DNA-Hybrid) ist Ausgangsmaterial für die PCR.

b.) Polymerasekettenreaktion (PCR) (Taq-DNA Polymerase Kit von Quiagen)

Komponenten Volumen Endkonzentration

RT 5 µl

dNTP Stocklösung* 4 µl 200 µM/Nukleotid

10 x Q-Lösung* 10 µl

A-Primer (25 pmol/µl) 1 µl 0,5 µM

B-Primer (25 pmol/µl) 1 µl 0,5 µM

10 x PCR-Puffer* 5 µl

Taq DNA-Polymerase*

(5 U/µl)

0,5 µl 0,05 U/µl

DEPEC-Wasser 23,5 µl

*10xPCR-Puffer: Tris-Cl; KCl; (NH4)2SO4; 15 mM MgCl2; pH 8,7 (20 °C)

(Fertiglösung von Quiagen, unbekannte Konzentrationen)

* Q-Lösung. 10 x konzentriert (Fertiglösung von Quiagen)

*dNTP Mix: 10 mM dATP; dCTP; dGTP und dTTP
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c.) PCR Programm

1. Die cDNA wird zu Beginn bei 92°C für 30 Sekunden denaturiert.

2.  Nach Absenkung der Temperatur erfolgt die Anlagerung der Primer an den

jeweiligen DNA Einzelstrang bei einer für jedes Gen spezifischen Tempera-

tur für 1 Minute. Dieser Vorgang wird als “Annealing” bezeichnet.

3.  Dann erfolgt die DNA-Synthese mit Hilfe der Taq-Polymerase in Gegenwart

von Nukleotiden bei 72°C für 1 Minute und 30 Sekunden. Die Schritte 1-3

werden abhängig vom Gen in 20 -30 Zyklen wiederholt.

Zum Schluß erfolgt die Auffüllreaktion für 10 Minuten bei 72°C.

Als Endergebnis einer PCR enthält das Reaktionsgemisch am Ende von n Zy-

klen ein theoretisches Maximum von 2n doppelsträngigen DNA Molekülen, die

Kopien der zwischen den Primern gelegenen DNA Sequenz darstellen.

Die Zyklusbedingungen sowie die “Annealing-Temperatur” sind abhängig von

Template, Primer und Thermocycler. Die Anzahl der Zyklen, sowie die

“Annealing-Temperatur” müssen für jedes Gen empirisch bestimmt werden.

d.) Verwendete Primer

Die cDNA Sonden werden durch die RT-PCR unter Verwendung der Primer A

und B mit folgender Sequenz hergestellt:

N-myc-A-Primer: 5' TGATCTGCAAGAACCCAGAC 3'

N-myc-B-Primer: 5' CTTGTTCACGGGAAAGGGGA 3'

Die N-myc-cDNA Sonde ist 561 bp lang und der Sequenz der mRNA zwischen

der Base 1660 und der Base 2221 komplementär (Stanton et al. 1986).

GAPDH A-Primer: 5' AAGGACTCATGACCACAGTC 3`

GAPDH-B-Primer: 5' CTACATGGCAACTGAGAGGA 3`

Die GAPDH-cDNA Sonde ist 618 bp lang und der Sequenz der mRNA

zwischen der Base 685 und der Base 1303 komplementär (Hanauer et al.,

1984).
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IGF-1 Rezeptor A-Primer: 5’ TGAGTAGAACTACCGCTGCT 3’

IGF-1 Rezeptor B-Primer: 5’ TTCTTCCTCACAGACCTTCG  3’

Die IGF-I Rezeptor-cDNA Sonde ist 408 bp lang und der Sequenz der mRNA

zwischen der Base 642 und der Base 1050 komplementär (Ullrich et al., 1986).

IGF-II A-Primer: 5’ ATGCTGGTGCTTCTCACCTT 3’

IGF-II B-Primer: 5’  GACTGCTTCCAGGTGTCATA 3’

Die IGF-II Sonde ist 340 bp lang und der Sequenz der mRNA zwischen der

Base 275 und der 615 Base komplementär (Bell et al., 1994).

e.) Elektrophorese und Silberfärbung zum Nachweis der PCR-Produkte

Das fertige PCR Produkt wird anschließend elektrophoretisch aufgetrennt und

mit einer Silberfärbung nachgewiesen. Als Größenmarker wird ein DNA-Marker

verwendet.

4 µl des Amplifikationsansatzes werden auf einem Polyacrylamidgradientengel

[10-15 %] aufgetrennt. Im Vorlauf werden die Ionen bei 10 mA für 200 Vh ins

Gel transportiert. Zu Beginn des zweiten Schrittes werden die Proben bei einer

Stromstärke von 1 mA für 2 Vh aufgetragen. Die Trennung der cDNA erfolgt bei

einer Stromstärke von 10 mA für 75 Vh.

Die Gelbanden werden durch eine Silberfärbung sichtbar gemacht.

Entwickler: 2,5 % Natriumcarbonat (w/v), 0,033 % Formaldehyd

Konservierer: 10 % Essigsäure, 10% Glycerin
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Silberfärbung der Gele:

Schritt Lösungen t (min.) T (°C)

1 20 % Trichloressigsäure 5 20

2 8,3 % Glutaraldehyd 5 50

3 Aqua bidest. 2 50

4 Aqua bidest. 2 50

5 Aqua bidest. 2 50

6 0,5 % Silbernitrat 8 40

7 Aqua bidest. 0,5 30

8 Aqua bidest. 0,5 30

9 Aqua bidest. 0,5 30

10 Entwickler 4 30

11 Entwickler 2 50

12 5 % Essigsäurekonservierer 3 50

f.) PCR zum Einbau von Digoxigenin in die cDNA Sonde

Nach ausreichender Amplifikation des Gens erfolgt der Einbau von Digoxigenin

in die cDNA Sonde, der ebenfalls mit Hilfe der PCR stattfindet. Digoxigenin wird

in Form von Dig.-11-dUTP anstelle von dTTP in die amplifizierte cDNA einge-

baut. Hierzu wird der “PCR DIG Probe Synthese Kit” von Boehringer Mannheim

(Roche) verwendet.
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Komponenten Volumen Endkonzentration

RT Produkt 5 µl

*10 x PCR-Puffer 5 µl

*10 x PCR Dig.-Mix 5 µl 200 µM dNTP

A-Primer (25 pmol/µl) 1 µl 0,5 µM

B-Primer (25 pmol/µl) 1 µl 0,5 µM

*Enzym-Mix 0,75 µl

DEPEC-Wasser 32,25 µl

* Enzym-Mix: 3,5 Einheiten/µl Taq DNA Polymerase (Expand High Fidelity), 20

mM Tris-HCl (pH 7,5); 100 mM KCl; 1 mM DTT; 0,1 mM EDTA; 0,5 % Tween

20 (v/v); 0,5 % Nonidet P40 (V/v); 50 % Glycerin(v/v)

* 10 x PCR-Puffer: Expand High Fidelity Puffer, 10 x Mg Cl2
* 10 x PCR-Dig.-Mix: dATP; dCTP; dGTP (jeweils 2 mM); 1,3 mM dTTP; 0,7

mM Dig.-11-dUTP, Alkali-labil (pH 7,0)

g.) Qualitätskontrolle der Markierung der Sonde (Dot-Blot)

Die Dot-Blot Methode erlaubt einen schnellen Nachweis der Markierungs-

effizienz der Sonde. Die markierte Sonde wird in einer Verdünnungsreihe auf

die Nylonmembran transferiert.

Der Nachweis erfolgt durch, an eine Anti-Dig.-Antikörper gekoppelte, Alkalische

Phosphatase (Dig-AP-Fab-AK) und nachfolgender Chemolumineszenz.

2.2.4.4 Hybridisierung und Detektion mit Digoxigenin-markierten-cDNA-

Sonden

Die mit Digoxigenin-markierte-cDNA-Sonde hybridisiert mit der spezifischen

mRNA. Durch mehrmaliges Waschen bei unterschiedlichen Temperaturen

bleiben nur die exakt gepaarten Hybride gebunden. Das Hybridisierungsprodukt
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wird dann mit einem Alkalische Phosphatase markierten Antikörper gegen

Digoxigenin nachgewiesen.

Praehybridisierung

Die Nylonmembran wird mit 10 ml Hybridisierungspuffer für 1 Stunde bei 68°C

vorhybridisiert, um alle unspezifischen Bindungsstellen abzudecken und vor-

handene Loopbildungen zu öffnen.

Hybridisierung

Die cDNA-Sonde [25-100 ng/ml] wird 10 Minuten gekocht, um einzelsträngige

DNA zu erhalten. Dann wird die Sonde zu dem Hybridisierungspuffer pipettiert

und der Northern-Blot über Nacht bei 65°C im Hybridisierungsofen inkubiert.

Waschen

Die Nylonmembran wird anschließend 3 mal für 30 Minuten bei 65°C mit

Waschpuffer gewaschen, sodaß nur noch die genau gepaarte Sonde hybri-

disiert bleibt.

Anschließend wird die Membran für 5 Minuten in Maleinsäurepuffer ge-

waschen.

Nachweis der Hybridisierung

Die Membran wird mit 10 ml Blockierungslösung 2 Stunden bei Raum-

temperatur geschüttelt, um unspezifische Bindungsstellen zu blockieren.

Anschließend wird die Membran mit 10 ml Anti-Digoxigenin-AP-AK für 30 Minu-

ten inkubiert und danach 3 mal für 45 Minuten mit Maleinsäurepuffer gewa-

schen. Anschließend wird die Membran nochmals 10 Minuten in AK-Puffer

äquilibriert.

Die Membran wird 5 Minuten mit dem Detektionsreagenz inkubiert. Das im

Reaktionsreagenz enthaltene CSPD dient der, an den Anti-Dig.-Antikörper ge-

bundenen Alkalischen Phosphatase als Substrat, welches unter Entstehung

von Chemolumineszenzlicht umgesetzt wird.

Die Membran wird in eine durchsichtige Plastiktüte verpackt, in eine Filmkasette

gelegt und mit einem Röntgenfilm bedeckt. Der Film wird je nach verwendeter

Sonde zwischen 30 Minuten und 120 Minuten exponiert und anschließend ent-

wickelt und fixiert.
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Verwendete Puffer:

SSC (20X): 3 M NaCl; 0,3 M Na-Citrat (pH 7,0)

Hybridisierungspuffer: 250 mM Di-Natriumhydrogenphosphat (pH 7,2)

1 mM EDTA

20 % SDS

0,5 % Boehringer Blockingreagenz

Waschpuffer: 20 mM Di-Natriumhydorgenphosphat

1 mM EDTA

1 % SDS

Ak-Puffer: 100 mM Tris HCl (pH 9,5),

100 mM NaCl

Anti-Digoxigenin-AP-AK: Anti-Dig.-AP wird 1:20000

mit AK-Puffer verdünnt

Maleinsäurepuffer: 0,1 M Maleinsäure (pH 7,5)

150 mM NaCl

Blockierungslösung: 1 %ige Lösung des Blockierungsreagenz

wird mit MS-Puffer verdünnt

Detektionsreagenz: CSPD (1:100) in AK-Puffer
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2.2.4.5 Recyclen des Northern-Blot

Es ist möglich den Northern-Blot nach jeder Hybridisierung von der gebun-

denen Sonde zu befreien und anschließend mit einer weiteren Sonde zu hybri-

disieren. Der Northern-Blot wird für 10 Minuten in dem Recylingpuffer gekocht

[0,1 % SDS] und sofort aus der Lösung entfernt, um Reassoziationen mit der

Sonde zu verhindern.

2.2.4.6 Semi-quantitative RT-PCR zum Nachweis der mRNA Expression

Für den quantitativen Nachweis der mRNA Expression aus Zellen mit sehr

niedrigem RNA Gehalt, wie z.B. Zellen, die mit einem Hemmstoff behandelt

wurden oder den Nachweis spezifischer mRNA, die nur in sehr geringen Men-

gen exprimiert wird, ist es schwierig die Northern-Blot-Technik anzuwenden,

weil für den Northern-Blot normalerweise [5-10 µg] mRNA benötigt werden.

Bekanntlich sind für die PCR Reaktion bereits [0,5-1 µg] cDNA als Ausgangs-

material ausreichend. Mit Hilfe der semi-quantitativen RT-PCR wird daher die

mRNA Expression aus Zellen mit sehr geringem mRNA Gehalt bestimmt.

Durchführung:

Zunächst wird mit Hilfe einer Verdünnungsreihe und unterschiedlichen Zyklen-

zahlen (20-30 Zyklen) die optimale DNA Amplifikationsphase gewählt, um nicht

in die Sättigung der Reaktion zu gelangen.

Hierzu wird das RT-Produkt von [0,1 µg]; [0,2 µg]; [0,5 µg] und [1 µg] bei

unterschiedlicher Zyklenzahl (20,22, ..30) amplifiziert. Die Durchführung der

RT-PCR erfolgt wie unter 2.2.4.3 beschrieben.

Anhand einer Kurve, in der die Signalintensität des Produktes gegen die Zy-

klenzahl aufgetragen wird, wird die optimale Zyklenzahl bestimmt, bei der ein

linearer Zusammenhang zwischen eingesetzter RNA-Menge und dem er-

zeugten Produkt besteht.

Ist die optimale “Annealing-Temperatur”, Zyklenzahl und Template-Konzen-

tration bestimmt, werden die zu untersuchenden mRNAs isoliert, amplifiziert,



Material und Methoden

42

elektrophoretisch aufgetrennt und gefärbt (2.2.4.3). Zur quantitativen Be-

stimmung der Expression werden die Signale im silbergefärbten Polyacryl-

amidgel mittels einer Videokamera gescannt. Die Auswertung erfolgt mit dem

Wincam Software Programm.

Die Primer für die RT-PCR wurden wie unter 2.2.4.3 beschrieben verwendet.

Der N-myc B Primer wurde neu gewählt:

N-myc-A-Primer: 5' TGA TCT GCA AGA ACC CAG AC 3'

N-myc-B-Primer: 5’ TCG TTC TCA AGC AGC ATC TC 3’

2.2.5 Nicht-radioaktiver Nachweis der MAPK-Aktivität

Für den Nachweis der MAPK-Aktivität wird zunächst die MAPK spezifisch von

anderen im Cytosol vorhandenen Kinasen mittels einer Immunpräzipitation ge-

trennt und anschließend mit Hilfe des Substrats MBP (myelin-basic-Protein)

nachgewiesen. Der Antikörper (Anti-MAPK ERK-1 und ERK-2) ist spezifisch

gegen die Aminosäuren 333-337 von ERK-1 und ERK-2 gerichtet. Laut

Herstellerangaben (Upstate) wurden keine Kreuzreaktionen gegenüber ande-

ren MAPK wie z.B. JNK oder p38 beobachtet (Yon et al., 1996), (Boulton et al.,

1990).

Die Menge des durch die MAP-Kinase phosphorylierten MBP wird auf einem

Western-Blot mit einem phospho-MBP-spezifischen Antikörper quantifiziert.

2.2.5.1 Lyse der Zellen

Die zu untersuchenden Zellen werden mit PBS von der Kulturflasche abgelöst,

abzentrifugiert und das Pellet in 500 µl Lysepuffer resuspendiert, gevortext und

30 Minuten auf Eis inkubiert. Anschließend werden die Kerne abzentrifugiert

und vom Überstand eine Proteinbestimmung durchgeführt.
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Lysepuffer: 50 mM Tris HCl (pH 7,5); je 1mM EDTA und EGTA; 0,5 mM

NA3VO4; 1 % Triton-X; 50 mM Sodiumfluorid; 5 mM Sodiumpyrophosphat; 0,1

% Mercaptoethanol; 0,1 mM PMSF; je 1 µg/ml Aprotinin, Pepstatin und Leu-

peptin ; 100 nM Okadaicsäure; 1 µM Tautomycin

2.2.5.2 Proteinbestimmung nach Pierce (Bicinchoninic Acid (BCA))

Der BCA-Assay kombiniert die Biuret-Reaktion (Reduktion von Cu2+ zu Cu1+

durch Protein unter alkalischem pH) und die Fähigkeit von BCA, mit Cu1+ einen

stabilen, photometrisch meßbaren Komplex zu bilden.

Durchführung:

10 µl Probe

+ 1 ml Reaktionslösung

Inkubation über 30 Minuten bei 37°C.

Die Messung erfolgt bei 562 nm gegen den verwendeten Puffer als Leerwert.

Als Standard dient BSA in einer Konzentration von [2.0, 1.0, 0.5, 0.25 und 0.13

mg/ml]. Die Konzentrationsbestimmung erfolgt anhand der Standardkurve.

2.2.5.3 Immunpräzipitation der MAPK

Die zu untersuchenden MAPK (ERK-1 und ERK-2) werden mit einem spez.

Anti-MAPK Agarose Konjugat aus 1 mg Gesamtprotein immunpräzipitiert.

Durchführung:

Anti-MAPK-Agarose-Konjugat [10 µl] der Firma Upstate werden mit 300 µl

Lysepuffer für 1 h bei 4° C inkubiert und anschließend wieder pelletiert.1 mg

Protein werden zu dem Pellet gegeben und für 2 h bei 4°C inkubiert. Der

Agarose-Enzymkomplex wird 3 x mit Lysepuffer* und anschließend 2 x mit

ADB-Puffer* gewaschen.
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Zu dem Agarose-Enzymkomplex werden 10 µl ADB-Puffer*, 10 µl MAPK-Inhi-

bitor Cocktail*, 10 µl Substrat Cocktail* und 10 µl Mg/ATP Cocktail* pipettiert

und für 20 Minuten bei 37°C inkubiert und zentrifugiert. Der Überstand wird mit

Laemmli-Puffer (1:1) gemischt und für 10 Minuten gekocht. Die Proteine kön-

nen direkt in die Elektrophorese eingesetzt werden oder bei -20 °C gelagert

werden.

* Die Substanzen wurden aus dem “MAPK-Immunopräzipitation-Kinase-Assay

Kit” der Firma Upstate verwendet.

Laemmlipuffer: Tris-HCl 100 mM (pH 6,8)

SDS (Elektrophoresegrad) 4 %

Bromphenol 0,2 %

Glycerol 20 %

DTT 250 mM

ADB Puffer

(“Assay-Dilution-Puffer”): 100 mM MOPS (pH 7,2)

125 mM ß-Glycerolphosphat

25 mM EGTA

5 mM Sodiumorthovanadate

5 mM DTT

2.2.5.4 Western-Blot

Die Proteine werden in einem 15 % SDS-Polyacrylamidgel elektrophoretisch

nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt. Hierzu werden die Proben 5 Minuten

im Wasserbad gekocht und anschließend aufgetragen. Die elektrophoretische

Auftrennung der Proteine erfolgt bei 90 V für 18 Stunden.

Die nach Molekulargewichten aufgetrennten Proteine werden im Semi-Trocken-

Verfahren zwischen einigen Lagen in Transferpuffer getränkten Blotting-Papier

bei 5 V für 5 Stunden auf eine PVDF-Membran übertragen. Nach dem Blotten
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werden die unspezifischen Bindungsstellen auf der Membran mit 10 %igem

Roti-Block (Roth, Karlsruhe) für 3 Stunden blockiert. Zum Nachweis des

phospho-MBP wird die Membran in TBST mit [0,75 µg/ml] Anti-Phospho-MBP

12 Stunden bei 4°C inkubiert. Der Blot wird fünfmal 20 Minuten mit TBST

gewaschen und anschließend 90 Minuten mit einem Alkalische Phosphatase-

konjugierten-Anti-Maus-Antikörper (1:50000) bei 4°C inkubiert. Die Membran

wird erneut fünfmal 20 Minuten mit TBST und einmal mit TBS gewaschen. Vor

der Detektion wird die Membran 10 Minuten in einem alkalischen Tris-Puffer

(pH 9,5) äquilibriert und mit einer 1:100 Verdünnung des Chemolumi-

neszenzreagenz CSPD getränkt. Die Membran wird in eine durchsichtige

Plastiktüte verpackt, in eine Filmkasette gelegt und mit einem Röntgenfilm

bedeckt. Der Film wird je nach Signalintensität zwischen 20 Minuten und 1

Stunde exponiert und anschließend entwickelt und fixiert.

Laufpuffer: 25 mM TrisHCl (pH 8,3)

192 mM Glycin

2 % SDS

Transferpuffer: 80 % Tris/Glycin Puffer

20 % Methanol

TBST 10 mM Tris  (pH 8,0)

150 mM NaCl

0,05 % Tween 20

TBS: 10 mM Tris HCl ( pH8,0)

150 mM NaCl

Tris-Puffer: 100 mM Tris HCl (pH 9,5)

100 mM NaCl
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2.2.6 Bestimmung der IGF-II-Konzentration in Zellkulturüberständen

Die Neuroblastomzellinien werden 48 Stunden in serumfreiem RPMI-Medium

kultiviert. Der Zellkulturüberstand wird durch Zentrifugation bei 400 g von ab-

gelösten Zellen und Zelltrümmern befreit und der Überstand in einem IGF-II-

Radioimmunoassay eingesetzt. 100 µl des Überstandes werden mit 100 µl anti-

IGF-II Serum aus Kaninchen (1:10000) in einer Kaninchen-Gammaglobulin-Lö-

sung [50µg/ml] in Assay-Puffer (s.u.) gemischt. Nach Zugabe von 100µl 125J-

markiertem IGF-II (150000cpm/ml) als Tracer werden die Proben gemischt und

48 Stunden bei 4°C inkubiert. Nach Zugabe von 500 µl Esel-anti-Kaninchen

Serum (1:150) in kaltem 4 %igen Polyethylenglykol werden die Proben weiter

eine Stunde bei 4 °C inkubiert. Durch Zentrifugation (20 Minuten bei 4000 rpm)

werden die Immunkomplexe präzipitiert und der Überstand abgesaugt. Der

Niederschlag wird einmal mit 1 ml kaltem, deionisiertem Wasser gewaschen

und nach erneuter Präzipitation die gebundene Radioaktivität in einem Gamma-

Counter gemessen. Die gebundene Aktivität der Probe wird mit der Aktivität

einer Standardkurve ins Verhältnis gesetzt, die definierte Konzentrationen re-

kombinantes IGF-II enthalten.

Die Messungen wurden im Rahmen von Patientenuntersuchungen im endo-

krinologischen Labor der Kinderklinik von Frau Weber durchgeführt.

“Assay-Puffer”: Natriumphosphat 0,05 M (pH 7,4 )

0,1 M NaCl

 0,05 % NaN3

0,2 % BSA

0,1 % Triton X -100
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3 Ergebnisse

3.1 Nachweis der autokrinen IGF-II Produktion in Neuroblastom-
zellen

Beim Neuroblastom wird in vielen Fällen eine autokrine Stimulation durch IGF-II

beobachtet (Yee et al., 1990) (El-Badry et al., 1989) (Martin et al., 1993). Durch

die unkontrollierte, autokrine Produktion von IGF-II, für das die Tumorzellen

gleichzeitig Rezeptoren an ihrer Zellmembran exprimieren, stimulieren sie ihr

Wachstum selbst und werden unabhängig von exogenen Wachstumskontroll-

mechanismen.

3.1.1 Expression der mRNA für IGF-II

Zwei Zellinien (SK-N-AS und SK-N-SH) in denen keine N-myc-Amplifikation

vorliegt und zwei Zellinien (IMR32 und Kelly) in denen N-myc-Amplifikationen

nachgewiesen wurden (Schwab et al., 1984), wurden mittels Northern-Blots auf

die Expression von IGF-II untersucht. Es wurden je nach Zellinie bis zu drei

verschieden große Transkripte (6,1 kb; 4,8 kb und 2,2 kb) nachgewiesen.

Abbildung 1 zeigt die Ergebnisse.

Die Zellinien SK-N-AS exprimiert fünfmal soviel von dem 6,1 kb Transkript als

von den 4,8 kb Transkript von IGF-II. In der Zellinie Kelly wurde ein Verhältnis

der Transkripte von 4,5±2,3 gemessen. Das Signal des 2,2 kb Transkripts war

in der Zellinie SK-N-AS gleich stark ausgeprägt wie das Signal des 4,8 kb

Transkripts, in der Zellinie Kelly war das 2,2 kb Signal nur halb so stark, wie das

4,8 kb Transkript.

In den Zellinien SK-N-SH und IMR32 waren die 6,1 kb und 4,8 kb Transkripte

nicht nachzuweisen. Nur das 2,2 kb Transkript war in diesen beiden Zellinien

schwach exprimiert. Die Zellinie SK-N-AS exprimiert von allen vier Zellinien die

größte Menge an 2,2 kb Transkript. Die Zellinie Kelly exprimiert im Durchschnitt

20 % weniger als die Zellinie SK-N-AS. In der Zellinie IMR32 wurde nur 0,4 mal
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soviel 2,2 kb Transkript nachgewiesen wie in der Zellinie SK-N-AS. Die Zellinie

SK-N-SH exprimiert nur ein fünftel der Menge, die SK-N-AS exprimiert.

         6,1 kb

         4,8 kb

         2,2 kb

   IGF-II

         1,3 kb   GAPDH

          AS       SH    IMR32    Kelly

Abb.1: Expression der mRNA für IGF-II in vier Neuroblastomzellinien
Es wurden [5 µg] mRNA in einem denaturierenden Agarosegel elektrophoretisch

aufgetrennt, auf eine Nylonmembran geblottet und mit einer Dig.-markierten

IGF-II-cDNA Sonde bei 68°C über Nacht hybridisiert. Der Northern-Blot wurde

anschließend mit einer Dig.-markierten-GAPDH Sonde unter gleichen Beding-

ungen hybridisiert. Die Expositionszeit betrug für den Nachweis des IGF-II-Gens

60 Minuten und für den Nachweis des GAPDH-Gens 10 Minuten. Die Größe der

mRNA Transkripte wurde mit Hilfe eines Längenstandards (BM) bestimmt, der

mit Methylenblau separat gefärbt werden mußte. Repräsentativer Northern-Blot

aus drei unbhängigen Versuchen. 

Abbildung 1 zeigt, daß die IGF-II-Expression unabhängig von der N-myc-Ampli-

fikation ist, da sowohl die Neuroblastomzellinie SK-N-AS ohne N-myc-Amplifi-

kation als auch die Zellinie Kelly mit N-myc-Amplifikation große Mengen IGF-II

mRNA exprimieren.
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3.1.2 Expression der mRNA für den IGF-I-Rezeptor

Die Dig.-markierte IGF-II-cDNA Sonde aus Abbildung 1 wurde mit [0,1 %] SDS

von den Northern-Blots entfernt und die Northern-Blots im Anschluß mit einer

IGF-I-Rezeptor-Sonde hybridisiert. In den Zellinien SK-N-SH und IMR32 wurde

ein 11 kb großes Transkript der IGF-I-Rezeptor mRNA nachgewiesen.

Abbildung 2 zeigt die Ergebnisse. Während in den Zellinien SK-N-AS und Kelly

auf den Northern-Blots keine mRNA für den IGF-I Rezeptor beobachtet werden

konnte, war im Mittel in der Zellinie IMR32 3-mal soviel mRNA für den IGF-I-

Rezeptor nachweisbar als in der Zellinie SK-N-SH.

    11 kb IGF-I-R

   1,3 kb GAPDH

           AS       SH     IMR32    Kelly

Abb.2: Expression der m-RNA des IGF-Rezeptors-Typ-I in vier Neuro-

blastomzellinien
Die auf IGF-II-Expression untersuchten Northern-Blots aus 3.1.1 wurden von

der IGF-II-Sonde befreit und mit einer IGF-I-Rezeptor-spez. Sonde hybridisiert.

Expositionszeit: 60 min. Zum Nachweis, daß von allen Zellinien gleiche Mengen

mRNA aufgetragen wurden, wurden die Northern-Blots anschließend mit einer

GAPDH-Sonde hybridisiert. Expositionszeit:10 min. Die Größe der mRNA Tran-

skripte wurde mit Hilfe eines Längenstandards (BM) bestimmt, der mit

Methylenblau separat gefärbt werden mußte. Repräsentativer Northern-Blot aus

drei unabhängigen Experimenten.

3.1.3 Messung der IGF-II Überstände in vier Neuroblastomzellinien

Die IGF-II Konzentration wurde in Zellkulturüberständen von zwei Zellinien mit

und zwei Zellinien ohne N-myc-Amplifikation gemessen. Die Tabelle 1 zeigt die

Messergebnisse.



Ergebnisse

50

               Zellinie                                       IGF-II [ng/1Mill.]

                    SK-N-AS                   99 ± 20,2

                    SK-N-SH                   4,5 ± 0,07

                      IMR 32                   24 ± 2,26

                       Kelly                   35 ± 2,30

     Tab.1: IGF-II-Bestimmungen nach 48 Stunden Serumentzug in ver-

schiedenen Neuroblastomzellen

Die Zellen wurden für 48 Stunden in serumreduziertem Medium kultiviert. Die-

ses Medium enthält zusätzlich [0,1 %] BSA zur Blockierung unspezifischer

Bindungsstellen, da IGF-II eine sehr starke Plastikadhärenz aufweist. Die [0,1

%] BSA-Lösung wurde zuvor bei 65°C für 2 Stunden inaktiviert, um noch even-

tuell im BSA enthaltene Wachstumsfaktoren zu inaktivieren. Nach 48 Stunden

Serumentzug wurde die IGF-II Konzentration mittels eines Radioimmunoassays

gemessen (Protokoll nach Blum et al., 1988).

Im Zellkulturüberstand der nicht N-myc-amplifizierten Zellinie SK-N-AS wurde

eine sehr hohe Konzentration an autokrin produziertem IGF-II gemessen, währ-

end die Zellinie SK-N-SH nur sehr wenig IGF-II produziert. In den beiden N-

myc-amplifizierten Zellinien Kelly und IMR32 wurde ungefähr gleich viel IGF-II

produziert.

3.2 Stimulation der Zellproliferation von Neuroblastomzellen 
durch den Wachstumsfaktor IGF-II

Wachstumsfaktoren sind Proteine, die den Zellen das Signal zum Wachstum

geben. Neuroblastomzellen, die den IGF-I Rezeptor besitzen, proliferieren be-

reits im serumfreien Medium. Nach Zugabe von anti-IGF-II wird eine Abnahme

der Zellzahl beobachtet (Martin et al., 1993).
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Nachdem im Abschnitt 3.1 die IGF-II Konzentrationen in Zellüberständen nach-

gewiesen wurden, wurden die Auswirkungen von IGF-II auf die Zellproliferation

von Neuroblastomzellen untersucht.

3.2.1  Zellproliferation durch autokrin produziertes IGF-II 

Der Einfluß der autokrinen IGF-II-Produktion auf die Proliferation der Neu-

roblastomzellen wurde bei einer minimalen Serumkonzentration mittels eines

Proliferationstestes (MTT) gemessen. In einer Verdünnungsreihe wurde die

minimale Serumkonzentration von [0,2 %] Serum ermittelt, bei der die Neuro-

blastomzellen gerade noch überlebten. Bei noch geringeren Konzentrationen

starben die Zellen innerhalb von 48 Stunden ab. 2x104 Zellen wurden in RPMI-

Medium mit [0,2 %] Serum in Mikrotiterplatten ausgesät. Das serumreduzierte

Medium wurde mit [0,1 %] inaktiviertem BSA supplementiert, um die Plastik-

adhärenz von IGF-II zu blockieren. Die Zellzahl wurde nach 0, 24 und 48 Stun-

den gemessen. Die Abbildung 3 zeigt das Wachstum der Zellen in dem serum-

reduzierten Medium.

Die Neuroblastomzellen proliferieren bereits in dem serumreduzierten Medium

unterschiedlich stark. Nach 48 Stunden in diesem Medium wurde bei der Zell-

linie Kelly eine Zunahme der Zellzahl um 70 % beobachtet. In der Zellinie SK-

N-SH erhöhte sich die Zellzahl nach 48 Stunden um 30 %. Die Zellinien IMR32

und SK-N-AS zeigten eine Zunahme der Zellzahl von unter 20 %.
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Abb.3: Wachstumskinetik von Neuroblastomzellen nach Kultivierung

im serumreduzierten Medium
Die Zellen wurden in einer Konzentration von [2x10 4/100 µl] in Mikrotiterplatten

ausgesät. Das Kulturmedium enthielt [0,2 %] Serum und [0,1 %] BSA. Die

Messung der Zellproliferation erfolgte nach 0; 24 und 48 Stunden im MTT-Test.

Der Nullstundenwert diente als Grundwert [100 %]. Mittelwerte und Standard-

abweichungen aus drei unabhängigen Versuchen mit Achtfachbestimmung.

3.2.2 Wachstumskinetik der Zellinie Kelly in Abhängigkeit der IGF-II

Konzentration

Weiterhin wurde die Proliferationssteigerung in Abhängigkeit der IGF-II Kon-

zentration untersucht. Es ist beschrieben, daß die IGF-II Konzentration einen

Einfluß auf die Zellproliferation nimmt, jedoch in hohen Konzentrationen auch

die Zelldifferenzierung auslösen kann (Petley et al., 1999). Die Abbildung 4

zeigt die Ergebnisse des Wachstums der Zellinie Kelly in Gegenwart ver-

schiedener IGF-II Konzentrationen.
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Die Zellen wurden vor Zugabe des IGFs für 24 Stunden kultiviert, um zu

gewährleisten, daß sie gut angewachsen sind. Nach 24 Stunden sahen die

Zellen mikroskopisch sehr vital aus. Die Zellen wurden mit dem Wachs-

tumsfaktor IGF-II in unterschiedlichen Konzentrationen [10, 50 und 100 ng/ml]

versetzt. Zellen, die in Vollmedium gezüchtet wurden, dienten als Wachstums-

kontrolle. Auch ohne Zusatz von IGF-II wachsen die Zellen aufgrund des auto-

krin produzierten IGF-II und nehmen um 69 % zu. 10 ng/ml IGF-II bewirken in

48 Stunden nur eine Zunahme der Zellzahl um weitere 13 % im Vergleich zum

serumreduzierten Medium. Dagegen konnte nach Zugabe von [50 ng/ml] IGF-II

die Zellzahl in 48 Stunden um 110 % gesteigert werden. Bei einer Konzen-

tration von [100 ng/ml] IGF-II wurde keine weitere Steigerung des Wachstums

im Vergleich zu [50 ng/ml] IGF-II beobachtet (Daten nicht gezeigt). Die

Tatsache, daß die Zellinie Kelly auf IGF-II mit verstärkter Proliferation reagiert,

ist ein Hinweis darauf, daß sie IGF-I-Rezeptoren oder Insulinrezeptoren

exprimiert, über die IGF-II proliferationsstimulierend wirkt.
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Abb.4: Wachstumskinetik der Zellinie Kelly in Abhängigkeit der IGF-II

Konzentration
Die Zellen wurden in einer Konzentration von [2x10 4/100 µl] in Mikrotiterplatten

ausgesät. Das Kulturmedium enthielt [0,2 %] Serum und [0,1 %] BSA. Es

wurden IGF-II Konzentrationen von [10 und 50 ng/ml] zugefügt. Die Messung

der Zellzahl erfolgte nach 0; 24 und 48 Stunden im MTT-Test. Der Nullstunden-

wert diente als Grundwert [100 %]. Mittelwerte und Standardabweichungen aus

drei verschiedenen Versuchen.

3.2.3 Vergleich der Wachstumskinetik von Neuroblastomzellinien bei 

[50 ng/ml] IGF-II

Bei einer Konzentration von [50 ng/ml] IGF-II wurde bei der Zellinie Kelly eine

maximale Steigerung der Proliferation erreicht (3.2.2). Als nächstes wurde die
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Proliferationssteigerung in verschiedenen Neuroblastomzellinien nach einer

Stimulation mit  [50 ng/ml] IGF-II  verglichen.

Wie Abbildung 5 zeigt verdoppelt sich in der Zellinie Kelly die Zellzahl nach 48

Stunden, während in der Zellinie SK-N-AS lediglich eine Zunahme der Zellzahl

um 20 % erreicht wird. Bei den Zellinien IMR32 und SK-N-SH konnte ebenfalls

eine Proliferationssteigerung beobachtet werden. Dieser Anstieg war zwar

geringer als bei der Zellinie Kelly, konnte aber gegenüber serumreduziertem

Medium unterschieden werden (siehe Abb.3).

Abb.5: Wachstumskinetik von Neuroblastomzellen in Gegenwart von

 [50 ng/ml] IGF-II
Die Zellen wurden in einer Konzentration von [2x10 4/100 µl] in Mikrotiterplatten

ausgesät. Das Kulturmedium enthielt [0,2 %] Serum und [0,1 %] BSA. Es

wurden [50 ng/ml] IGF-II zugefügt. Die Messung der Zellzahl erfolgte nach 0; 24

und 48 Stunden im MTT-Test. Der Nullstundenwert diente als Grundwert [100

%].  Mittelwerte und Standardabweichung aus drei verschiedenen Versuchen.
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3.2.4  Einfluß der Verhinderung der Membranverankerung der Ras-

Proteine auf die Zellproliferation der Neuroblastomzellen

Der IGF-II Signaltransduktionsweg verläuft u.a. über den Ras/Raf/MAPK-Si-

gnaltransduktionsweg (White et al.,1994). Ras-Proteine sind nur biologisch

aktiv, wenn sie durch eine Farnesylierung an der Membraninnenseite gebunden

sind. Nachdem gezeigt werden konnte, daß sich die Neuroblastomzellen durch

IGF-II stimulieren lassen, wurde nun der Einfluß der Inaktivierung der Ras-

Membranverankerung auf die Stimulation der Zellproliferation der Neuroblas-

tomzellen durch IGF-II untersucht. Von den drei Ras-Proteinen H-Ras, N-Ras

und K-Ras wird in den vier Neuroblastomzellinien in erster Linie das N-Ras-Pro-

tein exprimiert. Hemmversuche mit dem Farnesyltransferaseinhibitor “FTI277”

haben gezeigt, daß eine Behandlung der Neuroblastomzellinien IMR32 und

Kelly mit [10 µM]  “FTI277” nach 4 Tagen zu einer Reduktion des N-Ras-Mem-

brangehaltes um 50 % führt (persönliche Mitteilung Girgert), (Girgert et al.,

2000 Abstract).

Um den Einfluß der Hemmung der Ras-Membranverankerung auf die Proli-

feration der Neuroblastomzellen zu messen, wurden die Neuroblastomzellen

zunächst 2 Tage mit [10 µM] Farnesyltransferaseinhibitor  “FTI277” behandelt.

Nach 48 Stunden wurden diese Zellen in Mikrotiterplatten ausgesät und noch-

mals für 48 Stunden mit [10 µM]  “FTI277” in verschiedenen Medien kultiviert.

Die Abbildung 6 zeigt die Ergebnisse mit drei verschiedenen Neuroblastom-

zellinien.
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Abb.6: Wachstumsverhalten der Zellinien SK-N-SH, Kelly und IMR32 

nach Behandlung mit [10 µM] ”FTI277”
Die Zellen wurden für 48 Stunden mit [10 µM] “FTI277” in Vollmedium

vorbehandelt, danach in einer Konzentration von [2x10 4/100 µl] in Mikro-

titerplatten ausgesät und nochmals für 48 Stunden mit [10 µM] “FTI277”

behandelt. Die Messung der Zellzahl erfolgte nach 48 Stunden im MTT-Test.

Zellen ohne Hemmstoffbehandlung dienten jeweils als Kontrolle.

A: SK-N-SH; B: Kelly und C: IMR32 Zellen

1= Zellen nach 96 Stunden Behandlung mit [10 µM] “FTI277” in Vollmedium; 2=

Zellen nach 96 Stunden Behandlung mit [10 µM]  “FTI277” in serumreduziertem

Medium; 3= Zellen nach 96 Stunden Behandlung mit [10 µM] “FTI277” in

serumreduziertem Medium, davon die letzten 48 Stunden bei Stimulation mit [50

ng/ml] IGF-II. Mittelwerte und Standardabweichungen aus drei unabhängigen

Versuchen.
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In der Zellinie SK-N-SH (Abb.6A) wird nach 96-stündiger Hemmstoffbe-

handlung mit [10 µM] “FTI277” im Vollmedium eine Abnahme der Zellproli-

feration um 70 % im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle beobachtet (Abb.

6A-1). Wurden die Zellen im serumreduzierten Medium mit [10 µM] Hemmstoff

behandelt, konnte im Vergleich zur Kontrolle eine Reduzierung der Zellproli-

feration um 85 % beobachtet werden (Abb. 6A-2). Während die Zugabe von [50

ng/ml] IGF-II in den unbehandelten Kontrollzellen nur eine Steigerung um 17 %

der Proliferation im Vergleich zum serumreduziertem Medium bewirkte, war in

den “FTI277” behandelten Neuroblastomzellen eine deutlichere Wachstums-

stimulation durch IGF-II zu beobachten (Abb.6A-3).   

Die Abb. 6B zeigt in der Zellinie Kelly im Vollmedium, wie auch im serumre-

duzierten Medium, eine Verminderung der Zellproliferation nach 96-stündiger

Hemmstoffbehandlung um 35-41 % im Vergleich zur Kontrolle (Abb. 6B-1 und

6B-2). Durch Stimulation der Hemmstoff-behandelten Zellen mit [50 ng/ml] IGF-

II konnte die Zellproliferation in der Zellinie Kelly nur um 20 % gegenüber den

Zellen in serumreduziertem Medium erhöht werden.

Die Abb. 6C zeigt die Ergebnisse der Hemmstoffbehandlung in der Zellinie

IMR32. Auch hier konnte eine Verminderung der Zellproliferation nach 96 Stun-

den Hemmstoffbehandlung im Vollmedium, wie auch im serumreduzierten Me-

dium um 35-42 % beobachtet werden. Nach Stimulation mit [50 ng/ml] IGF-II

konnte auch in den Hemmstoff-behandelten IMR32 Zellen eine Steigerung der

Zellzahl von nur 20 % gegenüber dem serumreduzierten Medium beobachtet

werden.

Zusammenfassend zeigte die “FTI277” Behandlung in allen drei Neuroblas-

tomzellinien ähnliche Ergebnisse. Sowohl im Vollmedium als auch im serum-

reduzierten Medium wirkt sich die Verminderung der Ras-Membranveranke-

rung, die nach 48 Stunden Behandlung mit dem Hemmstoff “FTI277” erreicht

wird, sehr stark auf die Zellproliferation aus. Nach Stimulation mit [50 ng/ml]

IGF-II wird in den Zellinien IMR32 und Kelly trotz der Reduktion der Ras-

Membranverankerung durch die Behandlung mit “FTI277” weiterhin ein leichter

Anstieg der Zellproliferation um 20 % beobachtet. Bei der Zellinie SK-N-SH

steigt die Zellzahl durch [50 ng/ml] IGF-II wieder auf das 2,5-fache des Wertes
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an, der in hemmstoffbehandelten Zellen in serumfreiem Medium erreicht wurde.

Das Wachstum der hemmstoffbehandelten Zellen fällt jedoch deutlich schwä-

cher aus, als in den ungehemmten Kontrollzellen. Die Proliferationssteigerung

durch IGF-II in den hemmstoffbehandelten Zellen ist wahrscheinlich auf die

noch in der Membran verbliebene Aktivität der Ras-Proteine zurückzuführen.

3.3 Funktioneller Nachweis der Verhinderung der Membran-
verankerung von Ras-Proteinen durch Untersuchung der 
MAPK-Aktivität nach Stimulation mit  IGF-II

Die Bindung des Wachstumfaktors IGF-II an seinen Rezeptor führt über die

Ras-Proteine zur Aktivierung der MAPK (ERK-1 und ERK-2). In diesem Teil der

Arbeit wurde untersucht, ob sich die MAPK (ERK-1 und ERK-2) in den Neuro-

blastomzellen durch Stimulation mit IGF-II aktivieren lassen und diese Aktivier-

ung der MAPK nach Inaktivierung der Ras-Proteine reduziert ist.

3.3.1 Nichtradioaktiver Nachweis der Aktivierung der MAPK    

Für den Nachweis der Phosphotransferaseaktivität der MAPK wurde ein nicht-

radioaktiver MAPK-Test durchgeführt. Die MAPK (ERK-1 und ERK-2) wurden

durch Immunpräzipitation mit einem AK, der gegen die Aminosäuren 333-367

von ERK-1 und ERK-2 gerichtet ist, isoliert (Boulton et al., 1990). In einer fol-

genden enzymatischen Reaktion wurde dann eines ihrer spezifischen Sub-

strate, MBP (Myelin-basic-protein) phosphoryliert. Das phosphorylierte MBP

wurde mittels Western-Blots mit einem spez. AK (anti-phospho-MBP) nachge-

wiesen (Yon et al., 1996). Der zur Immunpräzipitation verwendete Antikörper

weist laut Herstellerangaben keine Kreuzreaktivität gegenüber JNK und p38

(SAPK) auf.

In der Zellinie PC-12 wird die MAPK-Aktivität durch Stimulierung mit dem

Wachstumsfaktor NGF stark erhöht. Diese Zellinie wurde als positive Kontrolle
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verwendet (Abb.7: Bahn 1 und 2). Das nicht enzymatisch umgesetzte Substrat

MBP wurde als Negativkontrolle eingesetzt, um die Spezifität des Nachweises

mit dem anti-phospho-MBP zu belegen (Abb.7: Bahn 3).

Abbildung 7 zeigt, daß in der Zellinie PC-12 durch [50 ng/ml] NGF die Aktivität

der MAPK um den Faktor 2,5 ± 0,25 ansteigt (Positivkontrolle). Die Neuroblas-

tomzellinie IMR32 zeigt nach Stimulation mit dem Wachstumsfaktor IGF-II [50

ng/ml] eine starke Phosphorylierung von MBP durch die MAPK (ERK-1 und

ERK-2). Die MBP-Phosphorylierung war nach einer 15-minütigen Stimulation

mit IGF-II um den Faktor 2 ± 0,57 erhöht (Abb.7: Bahn 4 und 5) .

In Abbildung 7 sollte zunächst einmal dargestellt werden, daß sich die Phos-

phorylierung des Substrates MBP durch die MAPK mit Hilfe eines nicht-radio-

aktiven Assays nachweisen läßt. In den folgenden Versuchen wurden weitere

Neuroblastomzellinien auf die Aktivierung der MAPK durch IGF-II untersucht.

18,4 kD

     1                2               3               4                5

p-MBP

Abb. 7: Westernblotanalyse der MAPK-Aktivität
Jeweils 0,2 mg Gesamtprotein wurden mit einem anti-MAPK (ERK-1 und ERK-

2) Agarose-Konjugat immunpräzipitiert. Mittels einer enzymatischen Reaktion

wurde das spezifische Substrat MBP phosphoryliert, anschließend die Proteine

in einem [15 %] SDS Polyacrylamidgel aufgetrennt, auf eine PVDF-Membran

geblottet und mit anti-Phospho-MBP nachgewiesen. Die Expositionszeit betrug

20 Minuten.

1= PC12 Zellen: 48 Stunden Serumentzug (SE); 2= PC12 Zellen: SE und 15

Minuten Stimulation mit [50 ng/ml] NGF (Positivkontrolle); 3= unphosphoryliertes

Substrat MBP (Negativkontrolle); 4= IMR32 Zellen: SE; 5= IMR32 Zellen: SE

und 15 Minuten Stimulation mit [50 ng/ml] IGF-II. Repräsentativer Western-Blot

aus drei unabhängigen Versuchen.
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3.3.2 Untersuchung von vier Neuroblastomzellinien auf die Aktivierung

der MAPK durch IGF-II

Die Induktion der MAPK-Aktivität nach Stimulation mit dem Wachstumsfaktor

IGF-II wurde in den Neuroblastomzellinien SK-N-AS, Kelly, SK-N-SH und

IMR32 untersucht.

Nach einem 48-stündigen Serumentzug wurden die Zellen mit [50 ng/ml] IGF-II

für 15 Minuten stimuliert und die MAPK-Aktivität mit der von Zellen verglichen,

die nach 48 Stunden Serumentzug nicht mit dem Wachstumsfaktor stimuliert

wurden. Die  Abbildung 8 zeigt die Ergebnisse. Die Zellinie SK-N-AS zeigt eine

sehr schwache MAPK-Aktivität im Ruhezustand, die sich durch IGF-II nicht

induzieren läßt. Bei der Zellinie Kelly ließ sich die MAPK-Aktivität durch Stimu-

lation mit IGF-II ebenfalls nicht stimulieren. Die MAPK-Aktivität war jedoch im

Ruhezustand schon stärker als in allen anderen untersuchten Zellinien. Bei der

Zellinie SK-N-SH wurde die MAPK-Aktivität nach 15 Minuten Stimulation mit

dem Wachstumsfaktor IGF-II um den Faktor 3,2 ± 1,24 erhöht (Tabelle 2).

18,4 kD
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Abb. 8: Westernblotanalyse zum Nachweis der MAPK-Aktivität von

Neuroblastomzellen nach Stimulation mit IGF-II
Jeweils 0,2 mg Gesamtprotein wurden mit einem anti-MAPK (ERK-1 und ERK-

2) Agarose-Konjugat immunpräzipitiert. Mittels einer enzymatischen Reaktion

wurde das spezifische Substrat MBP phosphoryliert, anschließend die Proteine

in einem [15 %] SDS Polyacrylamidgel aufgetrennt, auf eine PVDF-Membran

geblottet und mit anti-Phospho-MBP nachgewiesen. Die Expositionszeit betrug

20 Minuten.

1=SK-N-AS: 48 Stunden Serumentzug (SE); 2=SK-N-AS: SE und 15 Minuten

IGF-II Stimulation [50 ng/ml]; 3=Kelly: SE; 4 =Kelly: SE und 15 Minuten Stimu-

lation mit [50 ng/ml] IGF-II; 5=SK-N-SH: SE; 6=SK-N-SH: SE und 15 Minuten

Stimulation mit [50 ng/ml] IGF-II. Repräsentativer Western-Blot aus drei unab-

hängigen Versuchen.
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3.3.3 Einfluß der Inaktivierung der Ras-Proteine auf die MAPK-Aktivität   

Mit Hilfe eines Farnesyltransferaseinhibitors (“FTI277”) wurde die Membranver-

ankerung der Ras-Proteine blockiert. Um den Einfluß des Farnesyltransferase-

inhibitors auf die MAPK-Aktivität zu untersuchen, wurden die Zellen mit [10 µM]

Hemmstoff für 2 Tage in Vollmedium und für 2 weitere Tage in serumredu-

ziertem Medium behandelt. Abbildung 9 zeigt die Ergebnisse.

A.

B.

18,4 kD

18,4 kD

 p-MBP

 p-MBP

                                         1              2               3                4

Abb. 9: Westernblotanalyse nach Inhibition der MAPK-Aktivität durch  den

Farnesyltransferaseinhibitor “FTI 277” in den Zellinien IMR32 und

SK-N-SH
Jeweils 0,2 mg Gesamtprotein wurden mit einem anti-MAPK (ERK-1 und ERK-

2) Agarose-Konjugat immunpräzipitiert. Mittels einer enzymatischen Reaktion

wurde das spezifische Substrat MBP phosphoryliert, anschließend die Proteine

in einem [15 %] SDS Polyacrylamidgel aufgetrennt, auf eine PVDF-Membran

geblottet und mit anti-Phospho-MBP nachgewiesen. Die Expositionszeit betrug

20 Minuten.

A. 1= IMR32: 48 Stunden Serumentzug; 2= IMR32: SE und 15 Minuten Stimu-

lation mit [50 ng/ml] IGF-II; 3 =IMR32: 4 Tage Präparation mit [10 µM] “FTI-277”,

4 =IMR32: 4 Tage Präparation mit [10 µM]  “FTI-277” und anschließend 15 Mi-

nuten Stimulation mit [50 ng/ml] IGF-II. Repräsentativer Western-Blot aus drei

unabhängigen Versuchen.

B.  SK-N-SH Zellen 1-4 behandelt wie unter A. Repräsentativer Western-Blot

aus drei unabhängigen Versuchen.
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In der Zellinie IMR32 wie auch in der Zellinie SK-N-SH wurde bereits ein starker

inhibitorischer Effekt des Farnesyltransferaseinhibitors auf die MAPK-Aktivität

im Ruhezustand der Zellen beobachtet. In der Zellinie IMR32 zeigte die MAPK-

Aktivität im Ruhezustand eine Reduktion um 90 %, in der Zellinie SK-N-SH

wurde eine Reduktion dieser Aktivität um 60 % beobachtet. Diese niedrige

verbleibende Restaktivität in den Hemmstoff-behandelten Zellen konnte durch

IGF-II Stimulation zwar wieder um den Faktor 4-5 erhöht werden, die MAPK-

Aktivität erreichte jedoch in der Hemmstoff-behandelten Zellinie IMR32 nur

noch 25 % der Aktivität, die in den ungehemmten Zellen erreicht wurde.

3.3.4 Densitometrische Auswertungen der MAPK-Aktivitäten

Zur quantitativen Bestimmung der MAPK-Aktivität wurden die Signale auf den

Western-Blot mittels einer Videokamera gescannt. Die Evaluation erfolgte mit

dem Wincam Software Programm. Die Ergebnisse sind zusammenfassend in

der Tabelle 2 dargestellt.

Zellinien Serumentzug 50 [ng/ml] IGF-II 10 [µM] “FTI277” 10 [µM] “FTI277”
50 [ng/ml] IGF-II

IMR32        1,00    2,00 ± 0,57   0,10 ±  0,04     0,5 ±  0,1

KELLY        1,00    1,10 ± 0,20

SK-N-SH        1,00    3,22 ± 1,24   0,40 ±  0,09     2,0 ±  0,2

SK-N-AS        1,00    1,17 ±  0,32

Tab.2: Evaluation der Chemolumineszenz-Signale von Western-Blots 

zum Nachweis der MAPK-Aktivität
Alle Werte beziehen sich auf die ungehemmten Zellen, deren MAPK-Aktivität

nach 48 Stunden Serumentzug gemessen wurde. Mittelwerte und Standardab-

weichungen aus drei unabhängigen Versuchen.
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3.4 Regulation der N-myc-Expression in Abhängigkeit von IGF-II

In diesem Abschnitt der Arbeit wurde die Modulation der Expression des N-

myc-Gens in Abhängigkeit von IGF-II in Neuroblastomzellinien untersucht.

Um Grundvoraussetzungen für die Regulation der N-myc-Expression in Ab-

hängigkeit von IGF-II zu ermitteln, wurde zunächst in einem Vorversuch die Zeit

bestimmt, in der die N-myc-Expression durch Serumentzug auf ein Mindestmaß

reduziert wird. Ausgehend von diesem Ruhezustand wurde die Zeit ermittelt, in

der die N-myc-Expression durch IGF-II maximal stimuliert wird.

3.4.1 Messung der N-myc-Expression im Ruhezustand

In der Zellinie IMR32 wurde die Expression des N-myc-Gens nach 24 und 48

Stunden Serumentzug auf mRNA-Ebene mit der Methode des Northern-Blots

bestimmt. Bei den Zellen wurde alle 12 Stunden ein Mediumwechsel vorge-

nommen, damit das Medium keine autokrin produzierten Wachstumsfaktoren

enthält und somit die N-myc-mRNA im Ruhezustand gemessen werden konnte.

Abbildung 10 zeigt die Autoradiographiesignale.

Abbildung 10 zeigt in allen Proben ein Hybridisierungssignal bei 2,8 kb, welches

der N-myc-mRNA entspricht.

Beim Vergleich der N-myc-Expression zeigte die Zellinie IMR32 nach 24 Stun-

den Serumentzug zunächst einen Anstieg um 20 % im Vergleich zum Vollme-

dium. Erst nach 48 Stunden Serumentzug war die N-myc-Expression im Ver-

gleich zum Vollmedium um 80 % reduziert.
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Abb.10: Expression der N-myc-mRNA in IMR32 Zellen nach Serumentzug
Es wurden 5 µg mRNA in einem denaturierenden Agarosegel elektrophoretisch

aufgetrennt, auf eine Nylonmembran geblottet und mit einer Dig.-markierten N-

myc-cDNA Sonde bei 68°C über Nacht hybridisiert. Der Northern-Blot wurde an-

schließend mit einer GAPDH-Dig.-markierten-Sonde unter gleichen Bedingung-

en hybridisiert. Die Expositionszeit betrug für den Nachweis des N-myc-Gens 20

Minuten und für den Nachweis des GAPDH-Gens 5 Minuten. 1= IMR32: Vollme-

dium; 2= IMR32: 24 Stunden Serumentzug; 3= IMR32:48 Stunden Serument-

zug. Die Größe der mRNA Transkripte wurde mit Hilfe eines Längenstandards

(BM) bestimmt, der mit Methylenblau separat gefärbt werden mußte. Repräsen-

tativer Northern-Blot aus drei unabhängigen Versuchen.

3.4.2 Zeitkinetik der Induktion der N-myc-Expression durch IGF-II

In einem weiteren Vorversuch wurde untersucht, wann eine maximale N-myc-

Expression nach IGF-II Stimulation erreicht wird. Die Zellinie IMR32 wurde nach

einem 48-stündigen Serumentzug für 10, 20 und 30 Minuten mit [50 ng/ml] IGF-

II stimuliert. Die Quantifizierung der N-myc-Expression erfolgte wieder mit der

Methode des Northern-Blots und anschließender densitometrischer Auswer-

tung. Abbildung 11 zeigt die Ergebnisse.

Schon nach 10 Minuten Stimulation mit  [50 ng/ml] IGF-II war das N-myc-Signal

gegenüber den Proben nach 48 Stunden Serumentzug um den Faktor 1,7 ± 0,8

erhöht. Nach 30 Minuten Stimulation mit IGF-II [50 ng/ml] wurde das Maximum

der N-myc-Expression mit einer 2,3 fachen Erhöhung erreicht.
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Abb. 11: Expression der mRNA in IMR32 Zellen nach 10, 20 und 30-minüti-

ger Stimulation mit IGF-II
Es wurden 5 µg mRNA in einem denaturierenden Agarosegel elektrophoretisch

aufgetrennt, auf eine Nylonmembran geblottet und mit einer Dig.-markierten N-

myc-cDNA Sonde bei 68°C über Nacht hybridisiert. Der Northern-Blot wurde

anschließend mit einer GAPDH-Dig.-markierten-Sonde unter gleichen Bedin-

gungen hybridisiert. Die Expositionszeit betrug für den Nachweis des N-myc-

Gens 20 Minuten und für den Nachweis des GAPDH-Gens 5 Minuten. 1=

IMR32: 48 Stunden Serumentzug (SE); 2, 3 und 4= IMR32: 10, 20 und 30 Minu-

ten Stimulation mit [50 ng/ml] IGF-II nach SE. Die Größe der mRNA Transkripte

wurde mit Hilfe eines Längenstandards (BM) bestimmt, der mit Methylenblau

separat gefärbt werden mußte. Repräsentativer Northern-Blot aus drei unab-

hängigen Versuchen.

3.4.3 Nachweis der N-myc-Expression in drei Neuroblastomzellinien 

nach IGF-II Stimulation

Nachdem in Vorversuchen die Grundvoraussetzungen für den Nachweis der N-

myc-Expression in den Neuroblastomzellen erzielt wurden, wurde nun in den

Neuroblastomzellinien SK-N-SH, Kelly und IMR32 die Regulation der N-myc-

Expression nach 30-minütiger IGF-II Stimulation [50 ng/ml] mittels Northern-

Blots untersucht. Die mRNA der Zellinien ohne IGF-II Stimulation diente als

Kontrolle.

Abbildung 12 zeigt, daß in allen drei Zellinien die N-myc-Expression nach 30-

minütiger Stimulation mit IGF-II [50 ng/ml] im Vergleich zur Kontrolle ansteigt.

In der Zellinie SK-N-SH wurde ein Anstieg um 66 % Prozent, in der Zellinie

Kelly um 14 % und in der Zellinie IMR32 um 37 % im Vergleich zur Kontrolle

gemessen.
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     N-myc   2,8 kb

   GAPDH  1,3 kb

       1          2       3         4         5         6

Abb.12: Expression der N-myc-mRNA in drei Neuroblastomzellinien nach

IGF-II Stimulation
Es wurden 5 µg mRNA in einem denaturierenden Agarosegel elektrophoretisch

aufgetrennt, auf eine Nylonmembran geblottet und mit einer Dig.-markierten N-

myc-cDNA Sonde bei 68°C über Nacht hybridisiert. Der Northern-Blot wurde an-

schließend mit einer GAPDH-Dig.-markierten-Sonde unter gleichen Bedingung-

en hybridisiert. Die Expositionszeit betrug für den Nachweis des N-myc-Gens 20

Minuten und für den Nachweis des GAPDH-Gens 5 Minuten.

1: SK-N-SH; 3: Kelly; 5: IMR32: 48 Stunden Serumentzug (SE)

2: SK-N-SH; 4: Kelly; 6: IMR32: 30 Minuten Stimulation mit [50 ng/ml] IGF-II

nach SE. Die Größe der mRNA Transkripte wurde mit Hilfe eines Längen-

standards (BM) bestimmt, der mit Methylenblau separat gefärbt werden mußte.

Repräsentativer Northern-Blot aus drei unabhängigen Versuchen.

Zusammemfassend kann gesagt werden, daß sich die N-myc-mRNA durch 30

Minuten Stimulation mit dem Wachstumsfaktor IGF-II hochregulieren läßt.

3.4.4 Auswirkungen der Unterbrechung des Signaltransduktionsweges 

von IGF-II durch Verhinderung der Ras-Membranverankerung auf

die N-myc-Expression

Der intrazelluläre Signaltransduktionsweg von IGF-II ist u.a. abhängig von far-

nesylierten Ras-Proteinen. Nachdem im Abschnitt 3.4.4 gezeigt wurde, daß die

mRNA des N-myc-Gens durch IGF-II hochreguliert wird, wurden die Auswir-

kungen der Verhinderung der Farnesylierung der Ras-Proteine durch den Far-

nesyltransferaseinhibitor “FTI277” auf die Expression von N-myc untersucht.
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Bei der Kultivierung der Neuroblastomzellen in Gegenwart von “FTI277” ver-

änderten sich die Zellen morphologisch sehr stark und wirkten weniger vital.

Nach 72 Stunden Behandlung mit “FTI277” begannen die Zellen sich vom

Boden der Kulturflasche abzulösen. Dieser Vitalitätsverlust durch die Be-

handlung mit “FTI277” erschwerte es erheblich eine genügend hohe Ausbeute

an mRNA aus diesen Zellen zu isolieren. Da für den Nachweis der N-myc-

Genexpression auf mRNA-Ebene mittels Northern-Blots zumindest 5 µg mRNA

benötigt werden, erfolgte der Nachweis der Genexpression in den “FTI277”

behandelten Zellen mittels der semi-quantitativen RT-PCR. Für die RT-PCR

war eine mRNA Menge von [0,5-1 µg] ausreichend, um sowohl die Expression

des N-myc-Gens  als auch der GAPDH zu bestimmen.

3.4.4.1 Bestimmung der optimalen Zyklenzahl zum quantitativen Nach-

weis der N-myc-Expression

Der quantitative Nachweis der N-myc-mRNA-Expression aus den Zellen, die

mit “FTI277” behandelt wurden, wurde mit der semi-quantitativen RT-PCR

durchgeführt.

Zunächst wurde mit Hilfe einer Verdünnungsreihe und unterschiedlichen Zy-

klenzahlen die optimale DNA-Amplifikationsphase ermittelt, bei der die Reak-

tion noch nicht die Sättigung erreicht. Die Signale der PCR-Produkte wurden

mittels einer Videokamera aufgenommen und densitometrisch ausgewertet. Bei

einer Zyklenzahl von 28 und einer Annealingtemperatur von 56°C konnte bei

einer Templatekonzentration zwischen 33 und 330 ng ein linearer Zusammen-

hang zwischen eingesetzter RNA-Menge und dem erzeugten Produkt erzielt

werden.

Bei 30 Zyklen befand sich die Reaktion bereits in der Sättigung. Nach densito-

metrischer Auswertung konnten hier keine Unterschiede der Signalstärke bei

verschiedenen Templatekonzentrationen mehr beobachtet werden.

Bei der Etablierung der optimalen DNA-Amplifikationsbedingungen für das

GAPDH-Gen wurde genau gleich verfahren (Daten nicht gezeigt).
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223 bp 24 Zyklen

223 bp 26 Zyklen

223 bp 28 Zyklen

223 bp 30 Zyklen

   33 ng      66 ng       165 ng      330 ng

Abb.13: Polyacrylamidgelelektrophorese der PCR-Produkte nach Amplifi-

kation des N-myc-Gens bei unterschiedlichen RT-Template-

konzentrationen und Zyklenzahlen
Die RT-Produkte von 33, 66, 165 und 330 ng wurden jeweils bei 24, 26, 28 und

30 Zyklen bei einer “Annealing-Temperatur” von 56°C amplifiziert, in einem 10-

15 % Polyacrylamidgradientengel elektrophoretisch aufgetrennt und anschlie-

ßend silbergefärbt. Die Länge der N-myc cDNA liegt bei 223 bp. Repräsen-

tatives Gel aus drei unabhängigen Versuchen.

  Template-
konzentration 33 ng 66 ng 165 ng 330 ng

     1     1,3     4,5     11,3 24 Cyclen

     1     2,3     5,4       9,6 26 Cyclen

     1     1,7     4,4      12,2 28 Cyclen

     1     1,2     1,5       2,2 30 Cyclen

Tab.3: Quantifizierung der silbergefärbten PCR-Produkte nach Amplifika-

tion des N-myc-Gens bei unterschiedlichen RT-Templatekonzen-

trationen und Zyklenzahlen (Signale aus Abbildung 13)
Mittelwerte und Standardabweichungen aus drei unabhängigen Versuchen.
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3.4.4.2 Einfluß der Verhinderung der Ras-Membranverankerung auf die 

N-myc Expression in der Neuroblastomzellinie IMR32

Nachdem die optimalen PCR-Bedingungen für den Nachweis der N-myc und

GAPDH-Gene etabliert waren, wurden die zu untersuchenden mRNAs aus der

Zellinie IMR32 mittels RT-PCR amplifiziert. Von den beiden Zellinien SK-N-SH

und IMR32, deren MAPK auf Stimulation mit IGF-II reagierten, wurde die N-myc

amplifizierte Zellinie IMR32 ausgewählt, um den Einfluß der Hemmung der

Ras-Membranverankerung auf die N-myc-Expression zu untersuchen. Die

mRNA wurde aus IMR32 Zellen, die 4 Tage mit [10µM] “FTI277” behandelt

wurden, isoliert. Zur quantitativen Bestimmung der Expressionen wurden die

Signale im silbergefärbten Polyacrylamidgel mittels einer Videokamera ge-

scannt und mit dem Wincam Software Programm ausgewertet. Abbildung 14

zeigt die Ergebnisse.

Nach 96-stündiger Hemmstoffbehandlung im serumfreien Medium wurde eine

Reduzierung der N-myc-Expression von 37 %  im Vergleich zu unbehandelten

Zellen beobachtet.

Die verbleibende Restexpression des N-myc-Gens wurde in den mit Hemm-

stoff-behandelten Zellen durch IGF-II Stimulation wieder leicht hochreguliert.

Dieses Phänomen ist auf die nicht vollständige Inaktivierung der Ras-Membran-

verankerung zurückzuführen. Die N-myc-Expression erreichte jedoch keines-

wegs mehr das Niveau, daß in den unbehandelten mit IGF-II stimulierten Zellen

erreicht wurde.
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GAPDH

   N-myc

  618 bp

  223 bp

         1             2            3              4              5

 Abb.14: Nachweis der Reduzierung der N-myc-Expression in IMR32 Zellen

durch den Farnesyltransferaseinhibitor “FTI277”
Polyacrylamidgelelektrophorese (10-15 %) der RT-PCR Produkte N-myc und

GAPDH mit anschließender Silberfärbung; Längenstandard:123 bp DNA Mole-

kulargewichtsmarker. Die Länge der N-myc-cDNA liegt bei 223 bp, der GAPDH

cDNA bei 618 bp. 1= Marker; 2= IMR32: 48 Stunden Serumentzug (SE); 3=

IMR32: 30 Minuten Stimulation mit [50 ng/ml] IGF-II nach SE; 4= IMR32: 4 Tage

“FTI277”; 5= IMR32: 4 Tage “FTI277” und 30 Minuten Stimulation mit IGF-II [50

ng/ml]. Die Abbildung 14 zeigt das Ergebnis aus drei unabhängigen Versuchen.
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4 Diskussion

4.1 Auswirkungen der autokrinen Stimulation von IGF-II auf das
Tumorwachstum von Neuroblastomzellen

Die Wachstumsfaktoren IGF-I und IGF-II beeinflussen eine Vielzahl unter-

schiedlicher Zelltypen. Sie bewirken eine Stimulierung von Proliferation, Diffe-

renzierung und zellspezifische Funktionen, wie Apoptoseresistenz (Petley et al.,

1999). Der Wachstumsfaktor IGF-II wird als potentes Mitogen beschrieben, wel-

ches verstärkt in fötalen Geweben exprimiert wird und als autokriner Wachs-

tumsfaktor während der frühen Embryogenese bekannt ist (Martin et al., 1993)

(Macaulay et al., 1992). Die autokrine Stimulation des IGF-I Rezeptors durch

den Wachstumsfaktor IGF-II ist ein Mechanismus, der auch für das unkon-

trollierte Tumorwachstum verantwortlich ist (Singleton et al., 1996) (El-Badry et

al., 1989).

Viele Tumore, wie das Neuroblastom (Sullivan et al., 1995),  der Wilms Tumor

(Scott et al., 1985) und das Rhabdomyosarcom (El-Badry et al., 1990) werden

durch die autokrine Produktion des Wachstumfaktors IGF-II und die Expression

seines Rezeptors stimuliert (Kiess et al., 1997). Eine autokrine Stimulation

durch den Wachstumsfaktor IGF-I konnte beim Neuroblastom dagegen nicht

nachgewiesen werden (Melino et al.; 1993).

Das Zellwachstum wird durch Wachstumsfaktoren reguliert und erfordert meis-

tens die Kooperation mehrerer Wachstumsfaktoren (Baserga et al., 1997).

In dieser Arbeit wurden die Auswirkungen des Wachstumsfaktors IGF-II auf

Neuroblastomzellen näher untersucht.

Alle Versuche mit dem Wachstumsfaktor IGF-II wurden in Gegenwart von 0,1

% inaktiviertem BSA durchgeführt, da in Vorversuchen beobachtet wurde, daß

IGF-II bis zu 95 % am Plastik der Zellkulturflaschen haftet und dadurch der

Wirkung auf die Zellen entzogen wird. Durch die Zugabe von 0,1 % BSA konnte

die Kunststoffaffinität um 75 % reduziert werden.
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Unter diesen Bedingungen konnten bei den Neuroblastomzellen IGF-II Konzen-

trationen von [4,5-99,5 ng/Mio. Zellen] nach 48 Stunden Serumentzug im Über-

stand gemessen werden (Abschnitt 3.1).

Der Wachstumsfaktor IGF-II gehört zur Familie der Insulinwachstumsfaktoren,

zu der neben IGF-II noch die Wachstumsfaktoren Insulin und IGF-I gehören.

Die Rezeptoren dieser Wachstumsfaktorfamilie sind der Insulinrezeptor, der

IGF-I-Rezeptor, der IGF-II- Rezeptor und der “Insulin-receptor-related-receptor”

(IRR). In Hinsicht auf die Zellproliferation ist der IGF-I-Rezeptor der wichtigste

Rezeptor, durch den alle drei Liganden (IGF-I, IGF-II und Insulin) die Zell-

proliferation regulieren (LeRoith et al., 1996) (Baserga et al., 1997). Die Affinität

für IGFs und Insulin zum IGF-I Rezeptor nimmt in der Reihenfolge IGF-I>IGF-

II>Insulin ab.

Auch die Stimulation des Insulinrezeptors kann eine mitogene Wirkung auf

Zellen haben. In Zellen der Ratten-Hepatoma-Zellinie H-35, die keinen IGF-I

Rezeptor exprimiert, wirkte IGF-II über den Insulinrezeptor (Krett et al., 1987).

Der IGF-II Rezeptor weist zwar eine höhere Affinität zum IGF-II auf, ist jedoch

nicht an der Regulierung der Zellproliferation beteiligt  (Waelbroeck et al., 1979)

(De-Meyts et al., 1995) (Meghani et al., 1993).

In menschlichen Tumoren, wie dem Mammacarcinom, dem Lungencarcinom,

dem Coloncarcinom, dem Pankreascarcinom u.s.w. wird eine Überexpression

von IGF-I Rezeptoren beschrieben (Macaulay et al., 1992).

Bei der Untersuchung der Expression der IGF-I-Rezeptoren in den Neuroblas-

tomzellen wurde in den Zellinien Kelly und SK-N-AS keine Expression der IGF-

I-Rezeptor mRNA gefunden, wohingegen in den Zellinien IMR32 und SK-N-SH

die IGF-I-Rezeptor mRNA auf Northern-Blots nachgewiesen wurde (3.1.2).

Der funktionelle Nachweis der autokrinen Stimulation durch IGF-II wurde mittels

eines Proliferationstestes (MTT) durchgeführt. Die Zellen der verschiedenen

Zellinien proliferierten bereits in serumfreiem Medium unterschiedlich stark.

Diese Proliferation erwies sich nicht nur von der Menge des produzierten IGF-II

abhängig, sondern auch von der Expression der verschiedenen Rezeptoren.

Bei der Zellinie SK-N-AS wurde die höchste IGF-II Produktion von [99 ng/Mio.

Zellen] in 48 Stunden gemessen. Da in dieser Zellinie jedoch keine mRNA für
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den IGF-I-Rezeptor auf Northern-Blots nachgewiesen werden konnte, ließ sich

ihr Wachstum durch dieses autokrin gebildete IGF-II nicht oder nur mäßig

stimulieren. Hingegen zeigte die Zellinie Kelly, mit einer mäßigen IGF-II Pro-

duktion in serumfreiem Medium, eine Steigerung der Zellzahl um 70 %, obwohl

auch in dieser Zellinie keine mRNA für den IGF-I-Rezeptor nachgewiesen wer-

den konnte. Bei der Zellinie Kelly muß daher angenommen werden, daß die

beobachtete Stimulation der Proliferation durch IGF-II über den Insulinrezeptor

verläuft, da sich diese Zellinie durch IGF-II stark stimulieren läßt, aber keine

IGF-I-Rezeptor-mRNA-Expression nachgewiesen werden konnte.

In der Zellinie SK-N-SH, die die geringste autokrine IGF-II-Produktion zeigte,

aber eine nachweisbare IGF-I-Rezeptor Expression aufwies, wurde eine

40%ige Steigerung der Zellzahl nach 48 Stunden Serumentzug gemessen.

Die Zellinie IMR32, die sowohl IGF-II produziert, als auch den IGF-I-Rezeptor

exprimiert, zeigte nach 48 Stunden Serumentzug nur eine sehr schwache

Zunahme der Zellzahl, obwohl in dieser Zellinie die optimalen Bedingungen für

die autokrine Wachstumsstimulation vorliegen. Es war relativ schwierig diese

Zellen für den MTT-Test in Mikrotiterplatten zu kultivieren. Die IMR32 Zellen

reagierten in der Zellkultur sehr empfindlich auf Serumentzug mit Verände-

rungen der Zellmorphologie, wie dem Verlust von Neuriten und der Ablösung

der Zellen vom Boden der Kulturplatten.

Die Zellproliferation wurde weiterhin in Abhängigkeit der Konzentration von

zusätzlich hinzugefügten IGF-II untersucht. Bei [50 ng/ml] IGF-II wurde ein

maximales Zellwachstum beobachtet, mit [100 ng/ml] IGF-II konnte keine

Steigerung der Proliferation mehr erreicht werden. Auch hier wurden Unter-

schiede in der Stimulierbarkeit der einzelnen Zellinien beobachtet. In der

Zellinie Kelly kam es nach Stimulation mit [50 ng/ml] IGF-II zu einer weiteren

Steigerung der Zellzahl um 40 %, so daß sich die Zellzahl in 48 Stunden

verdoppelte. Bei der Zellinie SK-N-SH war die Zellzahl nach 48 Stunden um

den Faktor 1,7 erhöht. Die SK-N-AS Zellen ließen sich durch IGF-II nicht

stimulieren. Eine differenzierende Wirkung bei hohen Konzentrationen von IGF-

II wie sie von Petley et al., beschrieben wurde, konnte in den Neuroblastom-

zellen nicht beobachtet werden.
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Nachdem die Auswirkungen der IGF-II Stimulation auf die Zellproliferation der

Neuroblastomzellinien untersucht waren, wurde der Signaltransduktionsweg

von IGF-II in den Neuroblastomzellen genauer untersucht. Die Wirkung von

IGF-II wurde bereits in anderen Zellsystemen u.a. über den Ras/Raf/MAPK-Sig-

naltransduktionsweg beschrieben (Robbins et al, 1992) (Zumkeller et al.,1999).

Durch die Bindung von IGF-II an den Tyrosinkinaserezeptor wird über das Ada-

pterprotein (Grb2) und das Guaninnukleotidaustauschprotein (Sos) das Ras-

Protein aktiviert und anschließend eine Proteinkinasekaskade in Gang gesetzt.

Die auf diese Weise aktivierten MAPKinasen (ERK-1 und ERK-2) translozieren

in den Zellkern und phosphorylieren hier Transkriptionsfaktoren, die zur Zell-

proliferation beitragen (Brunet et al., 1995).

Es sind über ein Dutzend Mitglieder der Familie der MAPK bekannt (Cobb

1999). Die beststudierten MAPKinasen sind die ERKs, die JNK/SAPKs und

p38. Die Familien können durch unterschiedliche extrazelluläre Stimuli und

durch verschiedene Zwischenstufen in der Signaltransduktion unterschieden

werden (Cahill et al., 1996).

Zunächst wurde die Aktivierung der MAPK (ERK-1 und ERK-2) in den Neuro-

blastomzellen nach Stimulation mit IGF-II mittels Western-Blots untersucht.

Dazu wurde in dieser Arbeit der nicht-radioaktive MAPK-Kit der Firma Upstate

verwendet, bei dem die MAPK (ERK-1 und ERK-2) mit einem Antikörper, der

gegen die Aminosäuren 333-337 von ERK-1 und ERK-2 gerichtet ist, durch

Immunpräzipitation isoliert wurde und in einer folgenden enzymatischen

Reaktion eines ihrer Substrate (MBP) phosphorylierte. Von der Rattenphaeo-

chromocytomazellinie PC-12 ist bekannt, daß die MAPK (ERK-1 und ERK-2)

durch [50 ng/ml] NGF stark aktiviert werden (Robbins et al.,1992). Diese

Zellinie wurde in allen Versuchen als positive Kontrolle eingesetzt (3.3.1).

Weiterhin wurde die Spezifität des anti-phospho-MBP nochmals überprüft. Es

konnte gezeigt werden (3.3.1), daß mit Hilfe des anti-phospho-MBP nur phos-

phoryliertes MBP erkannt wird, der Antikörper also sehr spezifisch ist, und

dieser Test somit als Alternative zum radioaktiven Nachweis der MAPK-Aktivität

eingesetzt werden kann.
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In allen untersuchten Zellinien konnte eine Grundaktivität der MAPK nachge-

wiesen werden. Durch 15-minütige Stimulation mit dem Wachstumsfaktor IGF-

II [50 ng/ml] wurde die MAPK-Aktivität in der Zellinie SK-N-SH und in der

Zellinie IMR32 hochreguliert. Bei diesen beiden Zellinien wurde auch die Ex-

pression des IGF-I-Rezeptors nachgewiesen (3.1.2). Die Zellinie IMR32 zeigte

im Vergleich zur Zellinie SK-N-SH schon im Grundzustand eine sehr starke

MAPK-Aktivität, die möglicherweise auf die hohe autokrine Produktion von IGF-

II in der Zellinie IMR32 zurückzuführen ist (Abb. 7 und Abb. 8). Bei der Zellinie

Kelly wurde schon eine sehr starke Anfangsaktivität der MAPK beobachtet, die

durch die Stimulation mit IGF-II jedoch nicht gesteigert werden konnte, wohin-

gegen die Zellinie SK-N-AS nur eine schwache Anfangsaktivität zeigte. Auch in

dieser Zellinie war keine weitere Stimulation der MAPK-Aktivität durch IGF-II

möglich. Sowohl in der Zellinie Kelly als auch in der Zellinie SK-N-AS wurde

keine mRNA für den IGF-I Rezeptor nachgewiesen (3.1.2).

Die Beobachtung einer Steigerung der Zellproliferation durch IGF-II Stimulation

in der Zellinie Kelly, ohne daß IGF-I-Rezeptoren nachweisbar waren, und die

Tatsache, daß sich die MAPK-Aktivität in der Zellinie Kelly durch IGF-II nicht

steigern ließ, ist ein Hinweis darauf, daß IGF-II unterschiedliche Signaltrans-

duktionswege für die Induktion der Zellproliferation verwenden kann. Möglich-

erweise nutzt die Zellinie Kelly den Insulinrezeptor für die autokrine Stimulation

durch IGF-II, da der Insulinrezeptor in Gegenwart hoher Konzentrationen Insu-

lins und IGF-II mitogene Wirkung zeigen kann (Meghani et al., 1993). Neben

dem Ras/Raf/MAPK-Signaltransduktionsweg werden auch andere Signal-

transduktionswege der IGF-Rezeptoren beschrieben, so daß eine Erhöhung

der MAPK-Aktivität für die Proliferation der Zellinie Kelly nicht unbedingt erfor-

derlich ist.

Neben dem Ras/Raf/MAPK-Signaltransduktionsweg kann IGF-II auch über den

Phosphatidylinositolphosphat-3-Kinase-Weg proliferierende Wirkung zeigen

(Petley et al., 1999).

Bei den Neuroblastomzellinien IMR32 und SK-N-SH, die IGF-I-Rezeptor mRNA

exprimieren, findet nach Stimulation mit dem Wachstumsfaktor IGF-II eine Akti-

vierung der MAPK statt.
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Die aktivierte MAPK (ERK-1 und ERK-2) phosphoryliert und reguliert auch den

Transkriptionsfaktor c-myc (Seth et al.; 1992) (Gupta et al., 1994).

In wie weit auch das N-myc Gen durch die MAPK (ERK-1 und ERK-2)  aktiviert

wird, wurde bislang noch nicht beschrieben.

In den Northern-Blot Versuchen wurde daher die N-myc Expression nach Sti-

mulation der Neuroblastomzellen mit IGF-II untersucht. In Abschnitt 3.4.3 wer-

den diese Ergebnisse dargestellt und in Abschnitt 4.3 diskutiert.

4.2  Auswirkungen der Verhinderung der Ras-Membranver-
ankerung auf die Signaltransduktion des IGF-Rezeptors

Der Ras/Raf/MAPK-Signaltransduktionsweg spielt eine wichtige Rolle bei der

Übertragung von Signalen der Wachstumsfaktoren zum Zellkern. Bei vielen Tu-

moren werden durch Mutationen aktivierte Ras-Proteine oder eine ständige

Ras-Aktivierung aufgrund der autokrinen Stimulation beobachtet (Joneson et

al., 1997). Mutierte ras-Gene werden in mehr als 20 % aller menschlichen

Tumore  nachgewiesen, davon in Colon-und Pankreaskarzinomen in über 50 %

der Fälle. Chemotherapeutika, die einen Einfluß auf die Aktivität der Ras-Pro-

teine haben, könnten zu einem Fortschritt der Therapie dieser Tumore bei-

tragen.

In den letzten Jahren wurde ein großes Augenmerk auf die biochemische

Struktur der Ras-Proteine gelegt.

Die Ras-Proteine sind über einen Farnesylrest, ein Zwischenprodukt der

Cholesterinbiosynthese, an der cytoplasmatischen Seite der Zellmembran ver-

ankert und nur in dieser Form biologisch aktiv (Jackson et al., 1990). Die Inhi-

bition dieser posttranslationalen Modifikation der Ras-Proteine ist eine Möglich-

keit der Inaktivierung der Ras-Proteine (Gibbs et al., 1993). Viele Wissen-

schaftler und pharmazeutische Unternehmen arbeiten an Verfahren der Inakti-

vierung der Ras-Proteine durch Farnesyltransferaseinhibitoren. Durch die In-

aktivierung der Ras-Proteine sollte die Signaltransduktion zum Zellkern und so-

mit die Zellproliferation inhibiert werden können.
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Die Entwicklung dieser Farnesyltransferaseinhibitoren erwies sich jedoch als

besonders schwierig, da die Substanzen zum einen äußerst selektiv sein mü-

ssen und zum anderen keine toxischen Nebenwirkungen beinhalten dürfen.

Lovastatin, ein kompetitiver Inhibitor der HMG-CoA Reduktase, bewirkt die Ver-

hinderung der Synthese des Farnesylpyrophosphates. Die Behandlung ver-

schiedener Tumorzellen mit Lovastatin bewirkte eine Verhinderung  der Mem-

branverankerung des N-Ras-Proteins um 30 %  (Girgert et al., 1994). Die Gabe

von Lovastatin in der Konzentration von [10 µM] bewirkte jedoch auch eine

deutliche Änderung der Zellmorphologie. Die behandelten Zellen lösten sich mit

zunehmender Behandlungsdauer vom Untergrund der Zellkulturflasche ab.

In Versuchen mit dem Farnesyltransferaseinhibitor α-Hydroxyfarnesylphospho-

nat  wurde eine 50 % Hemmung der Farnesyl-Protein-Transferase bei einer

Konzentration von [3-6 µM] erreicht (Girgert, et al. 1999). Auch hier zeigte der

Hemmstoff aufgrund seiner amphipolaren Detergenz-ähnlichen Struktur tox-

ische Nebenwirkungen.

Die Hemmung der Farnesyltransferasen mit CAAX-Peptiden bereitete große

Schwierigkeiten, da diese Tetrapeptide aufgrund ihrer polaren Struktur sehr

schlecht in Zellen aufgenommen werden (James et al., 1994) und Anfälligkeiten

gegenüber der Zerstörung durch Peptidasen beobachtet wurden (Kohl et al.,

1993), (Quian et al., 1997). Auf der Basis der CAAX-Peptide wurden dann die

Peptidomimetika entwickelt. Sie besitzen  in ihrer räumlichen Struktur große

Ähnlichkeit zu den CAAX- Peptiden, weisen jedoch keine spaltbaren Peptid-

bindungen mehr auf, und enthalten weniger elektrisch geladene Gruppen, so

daß die Permeation durch die Zellmembran verbessert ist (Lerner et al.,1995).

Der Farnesyltransferaseinhibitor “FTI277”, ein Methylesterderivat von “FTI276”,

ist ein solches Peptidomimetikum und wirkt extrem potent auf die Inhibition von

H-Ras-Proteinen [IC50=100 nM] (Lerner et al., 1995).

In dieser Arbeit wurde der Einfluß des “Prodrugs-FTI277” auf die Zellproli-

feration untersucht.

Nach 4 Tagen Behandlung mit [10 µM] “FTI277” wurde in den Zellinien IMR32

und Kelly eine Reduzierung der Ras-Membranverankerung um 50 % beobach-

tet (Girgert, persönliche Mitteilung, Girgert et al., 2000 Abstract). In Neuro-
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blastomzellen, die über 4 Tage mit [10 µM] “FTI277” behandelt waren, wurde in

serumfreiem Medium eine Reduktion der Zellproliferation von über 50 % gegen-

über den unbehandelten Kontrollzellen beobachtet. Zellen, die während der 4-

tägigen Hemmstoffbehandlung die letzten 48 Stunden mit [50 ng/ml] IGF-II in

serumfreiem Medium stimuliert wurden, zeigten wieder einen Anstieg der Zell-

proliferation von ca. 15 % im Vergleich zur Kultur im serumfreien Medium

(Abb.6 A-C). Dieser Anstieg der Zellproliferation fällt nur halb so stark aus wie

die Stimulation des Wachstums durch IGF-II in den unbehandelten Zellen der

Zellinien SK-N-SH, IMR32 und Kelly. Diese Ergebnisse zeigen, daß die

Inaktivierung der Ras-Proteine eine starke Auswirkung auf die Zellproliferation

hat, da der Wachstumsfaktor IGF-II nur noch vermindert in der Lage ist, seine

Signale über den Ras-Zyklus an den Zellkern weiterzuleiten. Der leichte Anstieg

der Zellproliferation nach Stimulation mit [50 ng/ml] IGF-II ist durch die nicht

vollständige Inaktivierung der Ras-Proteine zu erklären. Die Ergebnisse der 4-

tägigen Hemmstoffbehandlung im serumhaltigen Vollmedium zeigten ebenfalls

eine Reduzierung der Zellproliferation um 50 %. Diese Beobachtung weist

darauf hin, daß auch andere Wachstumsfaktoren als IGF-II aus dem Serum

ihre Signale über den Ras-Zyklus weiterleiten und die Proliferation der

Neuroblastomzellen stimulieren.

Insgesamt ist zu sehen, daß die Verhinderung der Ras-Membranverankerung

eine entscheidene Rolle in der Verhinderung der Zellproliferation spielt, daß

aber neben dem Wachstumsfaktor IGF-II auch andere Wachstumsfaktoren bei

Neuroblastomzellen zur Zellproliferation beitragen, die ebenfalls über Ras akti-

viert werden.

Als weiterer funktioneller Nachweis wurde der Einfluß der 4-tägigen Hemmstoff-

behandlung mit [10 µM] “FTI277” auf die MAPK-Aktivität untersucht. In der

Zellinie SK-N-SH wurde die MAPK-Aktivität im Ruhezustand, nach 48 Stunden

Serumentzug, durch die Behandlung mit “FTI277” um 60 % reduziert, in der

Zellinie IMR32 sogar um 90 %. Diese nach Hemmung der Ras-Farnesylierung

verbleibende Restaktivität konnte in beiden Zellinien nach Stimulation mit [50

ng/ml] IGF-II um den Faktor 5 wieder erhöht werden, was auf die nicht voll-

ständige Inaktivierung der Ras-Proteine hinweist.
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Zusätzlich wurde ein weiterer Mechanismus, wie die Hemmung der MAPK nach

Behandlung mit “FTI277” zustande kommt, wie folgt beschrieben:

Das “Prodrug-FTI277” induziert die Akkumulation von nicht farnesylierten H-

Ras im Cytosol, das auch dort in der Lage ist, Raf zu binden und Ras/Raf-

Komplexe zu bilden, in denen die Raf-Kinase nicht mehr aktiviert werden kann.

Hierdurch wird der Signaltransduktionsweg zur MAPK-Kaskade unterbrochen

(Lerner et al., 1995).

Da die Ras-Proteine zum Teil auch geranylgeranyliert werden müssen, um

biologisch aktiv zu sein, müßte zusätzlich ein Geranylgeranyltransferaseinhi-

bitor eingesetzt werden (Whyte et al., 1997).

Die deutliche Hemmung der Zellproliferation der Neuroblastomzellen zeigt, daß

die Verhinderung der Membranverankerung der Ras-Proteine ein vielversprech-

ender Weg in der Therapie dieser Tumore werden könnte.

Es darf an dieser Stelle jedoch nicht vergessen werden, daß Neuroblastome

durch verschiedene Wachstumsfaktoren, die über unterschiedliche Signaltrans-

duktionswege ihre Signale weiterleiten, autokrin stimuliert werden und somit ein

Netzwerk von Signalwegen zur Pathogenese des Tumors beiträgt.

4.3  Einfluß von IGF-II auf die N-myc-Expression in Neuroblas- 
tomzellen 

Die Regulation von Zellproliferation und Differenzierung wird u.a. durch Wachs-

tumsfaktoren bestimmt. Durch die Wachstumsfaktor-Rezeptor-Interaktion wird

eine intrazelluläre Signalkaskade in Gang gesetzt, die eine schnelle Induktion

von Transkriptionsfaktoren verursacht. Der Wachstumsfaktor IGF-II induziert

früh exprimierende Gene, wie das fos-Gen, das jun-Gen und das c-myc-Gen

(LeRoith et al.; 1996). Diese sog. “Immediate-early-genes”, sind Gene, die

durch Wachstumsfaktoren induziert eine frühe Zellantwort, wie z.B. die Zell-

proliferation, geben.
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Das N-myc-Gen codiert ebenfalls für ein nukleäres Protein, das die Transkrip-

tion von Genen reguliert, die die Zellproliferation beeinflussen (Keim et al.,

1993).

Beim Neuroblastom korreliert die Amplifikation des N-myc-Gens in vielen Fällen

mit einem fortgeschrittenen Krankheitsstadium. Es werden jedoch in fortge-

schrittenen Stadien auch Fälle beobachtet, in denen eine verstärkte N-myc-Ex-

pression in Tumoren ohne N-myc-Amplifikation vorkommt (Nisen et al., 1988)

(Wada et al., 1993).

Wegen der bedeutenden Rolle, die das N-myc-Gen beim Neuroblastom ein-

nimmt,  ist es von besonderem Interesse, die Regulation dieses Gens zu unter-

suchen.

Bisher ist wenig darüber bekannt, wie die Expression des N-myc-Gens reguliert

wird. Gross et al., beschreiben eine Modulation des N-myc-Gens durch Interfer-

on und  EGF.

 In den Abschnitten 3.1 und 3.2 dieser Arbeit wurde gezeigt, daß Neuro-

blastome den Wachstumsfaktor IGF-II produzieren, und ihr Wachstum über

den IGF-Rezeptor autokrin stimulieren. Durch IGF-II wird die Zellproliferation

der Neuroblastomzellen gesteigert. In Abschnitt 3.3 konnte gezeigt werden, daß

der Signaltransduktionsweg von IGF-II in Neuroblastomzellen u.a. über die Akti-

vierung der MAPK (ERK-1 und ERK-2) verläuft. Ob das N-myc-Gen durch IGF-

II über die MAPK aktiviert wird, wurde bislang noch nicht beschrieben. Deshalb

wurde in dieser Arbeit untersucht, ob die N-myc-Expression in Neuroblastom-

zellen durch IGF-II induziert wird. Gupta et al., beschrieben den Transkriptions-

faktor c-Myc als Substrat für die Phosphorylierung durch die MAPK.

Zur Genexpressionsanalyse stehen mehrere Methoden zur Verfügung. In die-

ser Arbeit wurde hauptsächlich die quantitative Bestimmung der Genexpression

auf mRNA-Ebene mittels Northern-Blots durchgeführt. Für die Northern-Blots

wurde eine nicht-radioaktive Technik zum Nachweis der N-myc-Expression eta-

bliert, bei der Digoxigenin-markierte-Sonden verwendet werden (Schwäble et

al., 1998). Diese Sonden hatten den Vorteil neben der längeren Haltbarkeit, der

Vermeidung des Umganges mit radioaktivem Material, auch noch im Piko-

gramm-Bereich mRNA nachweisen zu können. Mit diesen Sonden war es mög-
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lich, die Expression des N-myc-Gens auf Northern-Blots zu bestimmen, auf

denen [5 µg] mRNA aufgetragen waren. Aus den Neuroblastomzellen, die mit

dem Farnesyltransferaseinhibitor “FTI277” behandelt wurden, ließ sich nicht ge-

nügend mRNA für Northern-Blots isolieren. Hier mußte für den Nachweis der N-

myc-Expression die Methode der semi-quantitativen RT-PCR angewandt wer-

den, für die nur [0,5 -1 µg] mRNA benötigt wurden. Bei der RT-PCR sind neben

der geringen Templatekonzentration, auch die hohe Sensitivität und leichte

Durchführbarkeit der Methode von Vorteil. Es handelt sich bei dieser Methode

jedoch um einen semiquantitiativen Nachweis der Genexpression, da außer-

halb eines engen linearen Bereiches der Amplifikation zusätzliche Ungenauig-

keiten auftreten, wenn die Amplifikationsreaktion in eine Sättigung gerät

(Pilarsky und Flach 1994).

In Vorversuchen wurden daher die optimalen Reaktionsbedingungen bestimmt,

bei denen ein linearer Zusammenhang zwischen Templatekonzentration und

erzeugtem PCR-Produkt besteht. Bei 28 Zyklen, einer Annealingtemperatur von

56 °C und einer Templatekonzentration von [33-330 ng] mRNA konnte ein

solcher linearer Zusammenhang beobachtet werden (Abschnitt 3.4.4.1).

Bei beiden Methoden (Northern-Blot und RT-PCR) ist es wichtig ein Referenz-

gen als internen Standard mitzuführen, da die Quantifizierung der m-RNA über

die OD260 gewissen Ungenauigkeiten unterliegt, und die mRNA-Präparationen

noch Kontaminationen durch ribosomale RNA enthalten können, die von Prä-

paration zu Präparation variieren, wie durch Methylenblaufärbung von Northern-

Blots nachgewiesen wurde (Daten nicht gezeigt). Als Maß dafür, daß in allen

Proben gleich viel mRNA aufgetragen wurde, wird in der Regel ein Standard-

gen durch Hybridisierung mitdetektiert, von dem bekannt ist, daß seine Ex-

pression keinen Beeinflussungen von außen unterliegt. Es sind eine Vielzahl

von Referenzgenen bekannt. Spanakis et al. beschrieben den Vergleich von

GAPDH, ß-Actin und ribosomaler RNA als Referenzgene. GAPDH zeigte in

dieser Untersuchung die geringsten Schwankungen.

Als Referenzgen wurde in dieser Arbeit deshalb für beide Methoden das

GAPDH-Gen gewählt. GAPDH (Glycerinaldehyd-3-phosphatdehydrogenase) ist

ein Enzym der Glykolyse, welches nicht reguliert wird und somit in allen Proben
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gleich stark exprimiert wird. Durch die Bildung des Quotienten aus dem N-myc-

Gen und dem GAPDH-Gen konnten die Expressionen des N-myc-Gens inner-

halb eines Versuches verglichen werden.

In Vorversuchen wurde die N-myc-Expression durch Serumentzug in ihrem

Grund bzw.-Ruhezustand gebracht, um Basiswerte für die IGF-II-Stimulation zu

erhalten. Nach einem 24-stündigen Serumentzug wurde jedoch unerwarteter-

weise sogar ein Anstieg der N-myc-Expression beobachtet. Dieser Anstieg der

N-myc-Expression ist möglicherweise als Serumentzugsschock zu erklären, da

sich die Zellen unter einer sog. Streßbedingung befanden. Nach 48 Stunden

Serumentzug sank die N-myc-Expression allerdings auf einen Minimalwert, von

dem aus eine Induktion der Expression durch IGF-Stimulation deutlich zu beo-

bachten war.

In einer zeitabhängigen Studie wurde mittels Northern-Blots nachgewiesen, daß

bei der Stimulierung mit [50 ng/ml] IGF-II nach 30 Minuten eine maximale N-

myc-Expression erreicht wird. Diese Zeitkinetik war notwendig, da die mRNA

früh exprimierender Gene eine sehr kurze Halbwertzeit haben.

Abbildung 12 zeigt, daß in den Neuroblastomzellinien mit N-myc-Amplifikation

(IMR32 und Kelly), wie auch in der nicht N-myc-amplifizierten Zellinie SK-N-SH

die N-myc-Expression durch IGF-II [50 ng/ml] hochreguliert wird.

Weiterhin konnte durch Unterbrechung des Signaltransduktionsweges von IGF-

II mit dem Farnesyltransferaseinhibitor “FTI277” die N-myc-Expression reduziert

werden.

In der Zellinie IMR32 zeigte sich eine Reduzierung der N-myc-Expression nach

4 Tagen Behandlung mit dem Hemmstoff “FTI-277” von 38 % im Vergleich zur

unbehandelten Kontrolle. Die N-myc-Expression ließ sich in den mit “FTI277”

behandelten Zellen durch IGF-II-Stimulation wieder auf 80 % der Expression in

den unbehandelten Zellen steigern. Dieses Phänomen ist auf die nicht vollstän-

dige Inaktivierung der Ras-Membranverankerung zurückzuführen.

Weiterhin wurde gezeigt, daß die N-myc-Expression durch IGF-II reguliert wird.

Anhand der Zellinie Kelly ist zu erkennen, wie groß das Netzwerk der Signal-

transduktionswege ist. In der Zellinie Kelly wurde eine erhöhte autokrine Pro-

duktion von IGF-II ohne IGF-I-Rezeptoren nachgewiesen. Das autokrin produ-
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zierte IGF-II scheint bei der Zellinie Kelly im Gegensatz zu den anderen unter-

suchten Neuroblastomzellinien seine Signale über den Insulinrezeptor weiterzu-

leiten. Es wurde beschrieben, daß IGF-II in hohen Konzentrationen auch an

den Insulinrezeptor bindet und über diesen Rezeptor seine mitogene Wirkung

ausübt (De-Meyts et al., 1995) (Waelbroeck et al., 1979). Carel et al., konnten

zeigen, daß Insulin die MAPK sowohl in einem Ras-abhängigen Zyklus, wie

aber auch in einem Ras-unabhängigen Zyklus stimuliert.

Aktivierte Ras-Proteine werden bei 20-30 % aller menschlichen Malignome

beobachtet. Eine Inaktivierung der Ras-Proteine wird daher bei diesen Tu-

moren als eine neue rationale Möglichkeit des therapeutischen Eingriffs ange-

sehen (Gibbs et al., 1993) (Quian et al., 1997). In dieser Arbeit wurde gezeigt,

daß der Einsatz von Farnesyltransferaseinhibitoren zur Inaktivierung von Ras-

Proteinen auch in Neuroblastomzellen deutliche Effekte zeigt.

Es wurden unterschiedliche Farnesyltransferaseinhibitoren zur Inaktivierung der

Ras-Membranverankerung in Neuroblastomzellen verwendet.

Mit Lovastatin, dem Hemmstoff der Cholesterinbiosynthese, der auch die Bio-

synthese des Farnesylpyrophosphates verhindert, ließ sich in verschiedenen

Neuroblastomzellen die N-Ras-Membranverankerung um 30-43 % reduzieren

(Girgert et al. 1994). Mit [20 µM] �Hydroxyfarnesylphosphonat, einem kompe-

titiven Hemmstoff der Farnesyltransferase, konnte die Membranverankerung

des N-Ras-Proteins um 50 % und des H-Ras-Proteins um fast 100 %  reduziert

werden (Girgert et al.1999).

Der Farnesyltransferaseinhibitor “FTI277”, ein Prodrug des Peptidomimetikum

“FTI276”, erwies sich in dieser Arbeit als ein sehr geeigneter Inhibitor für die In-

aktivierung der Ras-Membranverankerung in Neuroblastomzellen. Neben der

hoch potenten Wirkung dieses Inhibitors auf die Ras-Farnesylierung (Lerner et

al., 1995) (Girgert, persönliche Mitteilung, Girgert et al., 2000 Abstract) konnten

in Mausversuchen kaum toxische Nebenwirkungen beobachtet werden (Sun et

al., 1998). Mit [10 µM] “FTI277” konnte der Ras-abhängige Signaltrans-

duktionsweg von IGF-II deutlich gehemmt werden. Die basale MAPK-Aktivität

ließ sich nach Serumentzug um 60 -90 % inhibieren, während nach Stimulation

mit [50 ng/ml] IGF-II die MAPK Aktivität noch 25-60 % der Aktivität der
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ungehemmten Zellen betrug. Die N-myc-Expression ließ sich durch “FTI 277”

um 38 % reduzieren, sowie die Zellproliferation um 60-63 % hemmen.

Diese Versuche zeigen sehr deutlich, das Farnesyltransferaseinhibitoren wei-

tere Wege in der Krebstherapie eröffnen und somit von therapeutischen Nutzen

sein können.
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6 Zusammenfassung

Das Neuroblastom, ein Tumor des neuroektodermalen Gewebes, ist mit 8 %

der dritthäufigste Tumor im Kindesalter. Die Neuroblastome zeigen oft eine

autokrine Stimulation des Wachstums, bei der sie Wachstumsfaktoren selbst

produzieren, für die sie Rezeptoren besitzen.

Ziel dieser Arbeit war es die Auswirkungen der autokrinen Stimulation durch

IGF-II beim Neuroblastom näher zu untersuchen. Die Unterbrechung dieser

autokrinen Stimulation könnte von therapeutischem Nutzen sein.

Beim Neuroblastom wird in vielen Fällen auch eine Amplifikation des N-myc-

Gens beschrieben, die mit einem fortgeschrittenen Krankheitsstadium korreliert.

Aus diesem Grund wurden die Untersuchungen an zwei Zellinien mit N-myc-

Amplifikation (IMR32 und Kelly) und zwei Zellinien ohne Amplifikation (SK-N-SH

und SK-N-AS) durchgeführt. Zunächst wurde die Expression der IGF-II-mRNA

und die IGF-I-Rezeptor-mRNA-Expression mittels eines nicht-radioaktiven Nor-

thern-Blots untersucht. Die Expression der IGF-II mRNA erwies sich als unab-

hängig von der N-myc-Amplifikation, da sowohl in der nicht N-myc-amplifi-

zierten Zellinie SK-N-AS als auch in der N-myc-amplifizierten Zellinie Kelly

große Mengen aller drei Transkripte der IGF-II-mRNA nachgewiesen werden

konnten. Die IGF-I-Rezeptor-mRNA-Expression konnte in den Zellinien SK-N-

SH und IMR32 nachgewiesen werden. Diese Zellinien exprimieren auch in

geringen Konzentrationen IGF-II.

In Zellkulturüberständen von den Neuroblastomzellen wurden mit einer radio-

aktiven Messung IGF-II Konzentrationen von [4,5-99 ng/Mio. Zellen] IGF-II ge-

messen.

Die Auswirkungen von IGF-II auf die Zellproliferation von Neuroblastomzellen

wurden mit einem Proliferationstest (MTT) untersucht. Die Zellzahl der Neuro-

blastomzellen nahm bereits in serumreduziertem Medium aufgrund der auto-

krinen Produktion von IGF-II nach 48 Stunden je nach Zellinie um 20-70 % zu.

Durch Zugabe von [50 ng/ml] IGF-II konnte die Zellproliferation in den Neuro-

blastomzellinien deutlich gesteigert werden. Während nach Zugabe von [10
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ng/ml] IGF-II kein Unterschied zum Wachstum in serumreduziertem Medium

beobachtet wurde, erreichte die Wachstumsstimulation bei [50 ng/ml] ihr

Maximum. Bei [100 ng/ml] IGF-II wurde keine weitere Steigerung der Zellproli-

feration beobachtet.

Der IGF-II-Signaltransduktionsweg verläuft u.a. über die Aktivierung der Ras-

Proteine. In vielen Tumoren führen die durch Mutationen oder autokrine Stimu-

lation aktivierten Ras-Proteine zur Tumorgenese.

Ras-Proteine aktivieren Proteinkinasekaskaden, wie z.B. die MAPK (ERK-1 und

ERK-2). In dieser Arbeit wurde die Phosphorylierung des “Myelin-basic-protein”

(MBP) durch die MAPK nach Stimulation mit dem Wachstumsfaktor IGF-II in

den Zellinien SK-N-SH und IMR32 nachgewiesen. Weiterhin wurde die Modu-

lation der Expression des Transkriptionsfaktors N-myc in Abhängigkeit von IGF-

II untersucht. Die N-myc-Expression ließ sich in den Zellinien SK-N-SH, Kelly

und IMR32 nach 30 Minuten Stimulation mit [50 ng/ml] IGF-II hochregulieren.

Nachdem der Ras-abhängige Signaltransduktionsweg von IGF-II in den Neuro-

blastomzellen nachgewiesen wurde, wurden die Auswirkungen der Inaktivie-

rung der Ras-Proteine auf die autokrine Stimulation des Wachstums der Neuro-

blastomzellen untersucht.

Die Ras-Proteine sind durch einen Farnesylrest an der Innenseite der Membran

verankert und nur in dieser Form biologisch aktiv.

In den letzten Jahren wurden sowohl in der Pharmaindustrie, wie auch in der

Medizin und Biologie unterschiedliche Farnesyltransferaseinhibitoren entwi-

ckelt, um die Farnesylierung der Ras-Proteine nach Behandlung der Tumor-

zellen zu verhindern.

In dieser Arbeit wurde mit dem Farnesyltransferaseinhibitor “FTI277”, sowohl in

Vollmedium als auch in serumfreiem Medium eine starke Reduzierung der Zell-

proliferation beobachtet. Wurden die Hemmstoff-behandelten Zellen mit IGF-II

stimuliert, konnte noch ein leichter Anstieg der Zellproliferation beobachtet

werden, der aber wesentlich schwächer ausfiel als in den ungehemmten Zellen.

Diese geringfügige Stimulation des Wachstums ist auf die noch in der Membran

verbliebene Restaktivität der Ras-Proteine zurückzuführen, da die Ras-Mem-

branverankerung unter den gewählten Bedingungen nur um 50 % reduziert war.
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Die inhibitorische Wirkung des Hemmstoff “FTI277”s auf die MAPK-Aktivität

nach IGF-II Stimulation lag je nach Zelllinie zwischen 60-90 %.

Die Expression des Transkriptionsfaktors N-myc wurde durch 4-tägige Behand-

lung mit [10 µM] “FTI277” um 37 %  reduziert.

Insgesamt konnte gezeigt werden, daß durch den Farnesyltransferaseinhibitor

“FTI277” der Ras-abhängige Signaltransduktionsweg von IGF-II unterbrochen

werden kann und diese Hemmung eine deutliche Reduktion des Zellwachstums

zur Folge hat. Zum Schluß sei erwähnt, daß ein Netzwerk von Signalwegen das

Potential besitzt, Transkriptionsfaktoren zu aktivieren und zur Tumorgenese

beizutragen. Die Inaktivierung der Ras-Proteine durch Farnesyltransferaseinhi-

bitoren könnte sich zu einem vielversprechenden neuen Therapieansatz beim

Neuroblastom entwickeln.
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