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1	Einleitung		

1.1	Das	Neuroblastom		

1.1.1	Definition,	Epidemiologie	und	Ätiologie		
Das Neuroblastom ist ein maligner Tumor des peripheren sympathischen Nervengewebes und wurde 

erstmals im Jahr 1865 durch Rudolf Virchow beschrieben (Virchow 1865). Nach Tumoren des 

Zentralnervensystems stellen Neuroblastome die häufigsten soliden malignen Tumoren des 

Kindesalters dar mit einem Häufigkeitsgipfel im zweiten Lebensjahr (Papaioannou und McHugh 

2005). Knapp 15 Prozent der Krebstodesfälle im Kindesalter sind auf Neuroblastome zurückzuführen 

(Maris et al. 2007). Ausgehend von Zellen der embryonalen Neuralleiste findet sich der Primärtumor 

in über 60 Prozent der Erkrankungsfälle im abdominellen Bereich, vor allem im Nebennierenmark (35 

%) und den paravertebralen Ganglien (30 %), sowie im Mediastinum (20 %) (Papaioannou und 

McHugh 2005; Vo et al. 2014). Die Hälfte der Patienten weist bei Erstdiagnose bereits eine 

Fernmetastasierung auf (DuBois et al. 1999; Morgenstern et al. 2016).  

Die Ätiologie des Neuroblastoms ist größtenteils unklar. Erkrankungsfälle treten sporadisch auf, 

weniger als ein Prozent sind familiär bedingt.  Zu den erblichen Faktoren gehören 

Keimbahnmutationen in der anaplastischen Lymphomkinase (ALK), die das Tumorwachstum 

beschleunigen können (Janoueix-Lerosey et al. 2008). Bei 20 Prozent der Patienten findet sich zudem 

eine Amplifikation des Onkogens MYCN, die mit einem fortgeschrittenen Stadium sowie einer 

schlechteren Prognose assoziiert ist (Swift et al. 2018). Darüber hinaus sind zahlreiche weitere 

Veränderungen in den intrazellulären Signalwegen des Wachstums und Überlebens beschrieben, 

durch die das heterogene klinische Bild des Neuroblastoms entsteht.  

1.1.2	Klinik	und	Diagnostik		
Die klinische Präsentation des Neuroblastoms ist sehr variabel, abhängig von der Lokalisation des 

Primärtumors sowie einer vorhandenen Metastasierung (Matthay et al. 2016). Gerade bei 

lokalisierter Erkrankung wird das Neuroblastom häufig inzidentell im Rahmen von 

Vorsorgeuntersuchungen oder Infekten entdeckt. Die wachsende Tumormasse kann regionalen 

Beschwerden hervorrufen, beispielsweise Bauchschmerzen und Inappetenz bei abdomineller oder 

Husten und Dyspnoe bei mediastinaler Lokalisation. Wächst ein paravertebral gelegener Tumor in 

den Spinalkanal ein, kann es zu neurologischen Defiziten bis hin zu einer Querschnittssymptomatik 

kommen. Charakteristisch für Neuroblastome ist auch das Auftreten von Lidekchymosen bei einem 

Befall der Periorbita (Maris et al. 2007; Trahair et al. 2017). Selten kommt es bei neuroendokrin 
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aktiven Tumoren zu paraneoplastischen Syndromen wie Hypertension durch Katecholamin-

Freisetzung oder Diarrhö durch Sekretion des vasoaktiven intestinalen Peptids (VIP) (Maris et al. 

2007; Hero und Schleiermacher 2013). Bei metastasierter Erkrankung zeigen die Patienten häufig 

unspezifische Allgemeinsymptome wie Fieber, Gedeihstörungen und Gewichtsabnahme. Metastasen 

finden sich vor allem im Knochenmark, gefolgt von Knochen, nicht-regionalen Lymphknoten und der 

Leber (DuBois et al. 1999).  

In der Diagnostik des Neuroblastoms spielen laborchemische, bildgebende und histologische 

Parameter eine Rolle. Durch ihre Abstammung von adrenergem Gewebe exprimieren 

Neuroblastomzellen häufig Enzyme des Katecholaminstoffwechsels. Daher findet sich bei circa 75 

Prozent der Patienten eine Erhöhung der Katecholaminabbauprodukte Vanillinmandelsäure und 

Homovanillinsäure in Blut und Urin (LaBrosse et al. 1980; Swift et al. 2018). Zudem lässt sich häufig 

eine Erhöhung der Neuronen-spezifischen Enolase im Serum feststellen. Eine bildgebende 

Ausbreitungsdiagnostik mittels Sonographie, MRT, Röntgen und CT ist indiziert und kann durch die 

mIBG-Szinitgraphie ergänzt werden, bei der Metaiodbenzylguanin spezifisch in adrenerges Gewebe 

aufgenommen wird. Eine Knochenmarkspunktion vervollständigt die Ausbreitungsdiagnostik (Swift et 

al. 2018). Die definitive Diagnose eines Neuroblastoms wird histologisch anhand einer Tumorbiopsie 

gestellt (Brodeur et al. 1993). Neuroblastome gehören zur Gruppe der klein-rund-blauzelligen 

Tumoren und exprimieren immunhistochemische Marker wie die Neuronen-spezifische Enolase, S-

100 oder Chromogranin (Rajwanshi et al. 2009). Auch die prognostisch relevante Amplifikation des 

Onkogens MYCN kann histopathologisch mittels Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung festgestellt 

werden (Swift et al. 2018). Ist eine Biopsie des Primärtumors nicht möglich, so kann die Diagnose bei 

metastasierter Erkrankung auch zytologisch anhand einer Knochenmarkspunktion bei gleichzeitiger 

Erhöhung der Katecholaminabbauprodukte in Blut oder Urin gestellt werden (Cohn et al. 2009).   

1.1.3	Stadieneinteilung	
Passend zur vielfältigen Ätiologie und Klinik können Neuroblastomerkrankungen unterschiedlichste 

Verlaufsformen annehmen. Das Spektrum reicht von Spontanremission und Ausdifferenzierung zu 

benignen Tumorformen bis hin zu aggressiv metastasierenden Erkrankungsfällen mit hoher Letalität. 

Für eine adäquate Therapie ist daher eine genaue Klassifizierung notwendig.  

Im International Neuroblastoma Staging System (INSS) wird das Neuroblastom postoperativ in die 

lokalisierten Stadien 1 bis 3 sowie das metastasierte Stadium 4 eingeteilt. Beurteilt werden 

chirurgische Resektabilität, lokoregionärer Lymphknotenbefall und Metastasierung (Brodeur et al. 

1988; Brodeur et al. 1993) (vgl. Tab. 1). Einen Sonderfall bildet das Stadium 4S des metastasierten 

Neuroblastoms im Säuglingsalter. Trotz Metastasen in Haut, Leber und Knochen kommt es hier 

häufig zur Spontanremission, ohne dass eine Therapie erforderlich ist (D'Angio et al. 1971; Raitio et 
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al. 2021). Limitationen des INSS sind die Abhängigkeit von der operativen Therapie und damit auch 

die fehlende Berücksichtigung der spontan regressiven Tumoren (Cohn et al. 2009).  Die International 

Neuroblastoma Risk Group (INRG) entwickelte daher ein weiteres Klassifikationssystem, um den 

Tumor bereits vor jeglicher Form von Therapie zu beurteilen. Das INRG Staging System (INRGSS) 

berücksichtigt 20 radiologische Risikokriterien, sogenannte Image Defined Risk Factors (IDRF), 

beispielsweise das Einwachsen des Tumors in große Gefäße, anhand derer Operabilität und Prognose 

eingeschätzt werden (Cohn et al. 2009; Brisse et al. 2011) (vgl. Tab. 1). Weiterentwicklungen der 

INRG wie das INRG Classification System berücksichtigen neben dem Tumorstadium zusätzliche 

Risikofaktoren wie Alter, Histologie, Differenzierungsgrad, MYCN-Amplifikation, Aberrationen der 

Chromosomen 11q oder 1p sowie Ploidie der Tumorzellen. Anhand dieser Parameter werden die 

Patienten prätherapeutisch einer Risikogruppe zugeordnet, die über die folgende Therapie 

entscheidet (Cohn et al. 2009; Pinto et al. 2015) (vgl. Tab. 2).  
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International Neuroblastoma Staging System 

(INSS) 

International Neuroblastoma Risk Group 

Staging System (INRGSS) 

 

1 lokalisierter Tumor nach kompletter 

Resektion, 

ipsy-/kontralaterale, nicht-adhärente 

LK mikroskopisch tumorfrei 

L1 lokalisierter Tumor ohne Nachweis von 

IDRF und begrenzt auf eine Körperhöhle 

2A lokalisierter Tumor nach inkompletter 

Resektion, 

LK mikroskopisch tumorfrei 

2B lokalisierter Tumor nach 

kompletter/inkompletter Resektion, 

ipsylateraler LK-Befall 

kontralaterale LK mikroskopisch 

tumorfrei 

L2 lokalisierter Tumor mit Nachweis von 

einem oder mehreren IDRF  

3 irresektabler Tumor mit 

Überschreitung der Mittellinie 

oder 

lokalisierter Tumor mit 

kontralateralem LK-Befall 

oder 

Mittellinientumor mit bilateraler 

Ausdehnung oder LK-Befall  

4 Fernmetastasierung (außer 4S)  M Fernmetastasierung (außer MS) 

4S Metastasierung in Leber, Haut, 

Knochenmark bei Säuglingen < 1 Jahr 

bei Diagnosestellung  

MS Metastasierung in Haut, Leber und/oder 

Knochenmark bei Kindern < 18 Monate  

 
Tabelle 1: Stadieneinteilung nach INSS und INRG 
LK: Lymphknoten, Mittellinie: kontralaterale Begrenzung der Wirbelsäule, IDRF: Image Defined Risk 
Factors (radiologische Risikokriterien).  
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1.1.4	Therapie	und	Prognose		
Basierend auf der Stadieneinteilung nach INSS und INRG wurden in Deutschland drei Risikogruppen 

des Neuroblastoms definiert (Tab. 2) und ihre jeweiligen Therapiestrategien nach aktuellem 

Behandlungsstandard in einer S1-Leitlinie festgelegt (GPOH 2019). Da fast alle Patienten zudem in 

klinische Studien eingeschlossen werden, können neue Therapiekonzepte evaluiert werden (GPOH 

2019).  

Risikogruppe Einschlusskriterien 

Niedriges Risiko INSS 1 

INSS 2 ohne Aberrationen des Chromosoms 1p 

INSS 3 im Alter unter zwei Jahren 

INRG MS 

(jeweils ohne MYCN-Amplifikation) 

 

Mittleres Risiko INSS 2 mit Deletionen oder Imbalancen im Chromosom 1p 

INSS 3 ohne 1p-Aberrationen im Alter über zwei Jahren  

INRG M im Alter unter 18 Monaten  

(jeweils ohne MYCN-Amplifikation) 

 

Hohes Risiko  INRG M im Alter über 18 Monaten  

alle Stadien bei vorliegender MYCN-Amplifikation   

 

 
Tabelle 2: Risikogruppen und Einschlusskriterien 
INSS: International Neuroblastoma Staging System, INRG: International Neuroblastoma Risk Group. 
 
In der Therapie der Niedrigrisikogruppe ist eine alleinige operative Tumorentfernung mit 

engmaschiger Nachsorge ausreichend. Aufgrund der hohen Spontanremissionsrate ist dabei keine 

mikroskopische in-sano-Resektion erforderlich. Eine Chemotherapie kommt im Niedrigrisikobereich 

nur bei Irresektabilität oder schwerer Symptomatik wie spinaler Kompression zum Einsatz und wird 

bereits bei einem Progressionsstopp beendet. Bestrahlung wird im Niedrigrisikobereich nicht 

angewandt. Eine Sonderstellung nimmt das INRG-Stadium MS ein, bei dem im Normalfall ohne 

weitere Interventionen die Spontanregression abgewartet wird. In Einzelfällen sind 

symptomlindernde Eingriffe im Stadium MS erforderlich, beispielsweise eine temporäre 

Bauchwandhernienanlage zur intraabdominellen Druckreduktion bei extremer Hepatomegalie 

(Simon et al. 2017; GPOH 2019).  
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Das Therapiekonzept der mittleren Risikogruppe besteht aus einer möglichst vollständigen 

operativen Tumorresektion, begleitet durch eine perioperative Kombinationschemotherapie. 

Verwendet werden Mitosehemmstoffe wie Vincristin, Alkylantien wie Carboplatin und 

Topoisomerasehemmstoffe wir Etoposid. Im Anschluss an die perioperative Chemotherapie erfolgt 

eine Erhaltungschemotherapie mit Cyclophosphamid. Eine Radiatio kommt nur bei inoperablem 

vitalem Resttumor zum Einsatz (Pinto et al. 2015; GPOH 2019). 

Zur Hochrisikogruppe in der Neuroblastom-Therapie zählen alle Patienten im INRG-Stadium M im 

Alter über 18 Monaten sowie jene mit MYCN-Amplifikation. Die Standardtherapie in dieser Gruppe 

ist eine Induktionschemotherapie zur Tumorreduktion mit den genannten Substanzen vor einer 

operativen Tumorresektion. Ob eine vollständige Tumorresektion einen Überlebensvorteil gegenüber 

einer inkompletten Resektion bringt, wird kontrovers diskutiert, eine Verstümmelung mit dem Ziel 

einer Komplettresektion ist jedoch nicht gerechtfertigt (Simon et al. 2017). Nach der Operation folgt 

bei allen Patienten die Konsolidierung durch eine myeloablative Hochdosis-Chemotherapie aus 

Busulfan und Melphalan mit anschließender Rettung aus der Knochenmarksaplasie durch autologe 

Stammzelltransplantation (Park et al. 2019). Die post-Konsolidierungs-Therapie ist eine 

Immuntherapie mit dem anti-GD2-Antikörper Dinutuximab, prospektive Langzeitstudien zu dessen 

Kombination mit Interleukin-2 und 13-cis-Retinsäure stehen noch aus (Yu et al. 2021). Eine 

Bestrahlung der Primärtumorregion wird für alle Hochrisikopatienten empfohlen (Simon et al. 2017; 

GPOH 2019). Ein weiteres Therapiekonzept der Hochrisikogruppe ist die 131-mIBG-Therapie (131-

Metaiodbenzylguanin), bei der das Radionuklid über den Norepinephrin-Transporter NET selektiv in 

das mIBG-positive Tumorgewebe aufgenommen wird (GPOH 2019). Auch genomische Ansätze 

werden verfolgt. So weisen beispielsweise 20 Prozent der Hochrisiko-Neuroblastome eine ALK-

Aberration auf, der mit dem ALK-Inhibitor Crizotinib begegnet werden soll (Saletta et al. 2014).  

Die Prognose des Neuroblastoms ist stark abhängig vom Risikoprofil. Bei niedrigem und mittlerem 

Risiko kann aufgrund der hohen Spontanremissionsrate mit geringer oder sogar ohne Therapie ein 

Überleben von über 90 Prozent erreicht werden (Pinto et al. 2015). Im Gegensatz dazu überleben in 

der Hochrisikogruppe trotz intensiver Therapie weniger als 50 Prozent der Patienten. Ein schlechtes 

Ansprechen auf Chemotherapeutika sowie hohe Rezidivneigung spielen hierbei eine Rolle. Für diese 

Patienten wird daher eine präzise Therapiestrategie basierend auf spezifischen Targets benötigt 

(Pinto et al. 2015). Auch die schweren Nebenwirkungen der intensiven Therapie sind Gründe dafür, 

dass für diese Gruppe weitere Therapiekonzepte entwickelt werden müssen (Louis und Shohet 

2015).  
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1.2	Wachstumsfaktoren	und	ihre	Signaltransduktion		
Wachstumsfaktoren spielen eine zentrale Rolle bei der physiologischen Entwicklung, Differenzierung 

und Homöostase von Geweben und Organen. Ihre Expression und Freisetzung sowie die Menge und 

Funktionalität ihrer Rezeptoren unterliegen im gesunden Organismus einer strengen Regulation, um 

kontrollierte Zellteilung und Zellwachstum zu gewährleisten. Erste Erkenntnisse zur Funktion von 

Wachstumsfaktoren und ihrer Assoziation zu Krebs wurden in den 1950er-Jahren gewonnen. Cohen 

et al. beschrieben hier die Förderung des Nervenwachstums in Hühnerembryonen durch den Nerval 

Growth Factor (NGF), der aus murinen Sarkomzellen gewonnen wurde (Cohen et al. 1954). Weitere 

Forschungen der folgenden Jahre kamen zu dem Schluss, dass Wachstumsfaktoren zwar weniger in 

die Tumorentstehung involviert sind, jedoch eine große Rolle bei der Tumorprogression spielen 

(Witsch et al. 2010). Dabei steuern sie über autokrine Mechanismen die klonale Expansion der 

Tumorzellen und fördern Migration und Invasion durch Verlust der Zellpolarität, motile 

Transformation und Sekretion von Proteasen. Außerdem fungieren sie als Mediatoren zwischen 

Tumor und umgebender Extrazellulärmatrix sowie Stromazellen und ermöglichen somit die 

Angiogenese, die für die Etablierung des Tumors entscheidend ist (Folkman 1971; Lee et al. 1984). 

Durch Überexpression der Wachstumsfaktorrezeptoren oder aktivierende Mutationen in 

nachgeschalteten Signalwegen verstärkt der Tumor die Wirkung der Wachstumsfaktoren und fördert 

Resistenzen gegen Chemo- oder Radiotherapie (DiFiore et al. 1987; Huang et al. 1997).  

Mittlerweile ist eine Vielzahl an verschiedenen Wachstumsfaktoren bekannt, von denen im 

Folgenden EGF, IGF und HGF näher betrachtet werden sollen.  

1.2.1	Epidermaler	Wachstumsfaktor	(EGF)		
Der epidermale Wachstumsfaktor (EGF) wurde in den 1960er-Jahren entdeckt. Das 

Polypeptidhormon bekam seinen Namen aufgrund der zunächst beobachteten Förderung der 

Proliferation und Keratinisierung epidermaler Zellen (Cohen et al. 1987). Im Verlauf wurde dessen 

Bedeutung für andere Zelltypen nachgewiesen, so auch für das Neuroblastom (Ho et al. 2005; 

Tamura et al. 2007).  

EGF bindet an den EGF-Rezeptor (EGFR, auch HER1) aus der Familie der ErbB-Rezeptoren, die vier 

Rezeptor-Subtypen (HER1 bis HER4) umfasst. Der EGFR gehört zur Gruppe der Rezeptoren mit 

intrinsischer Tyrosinkinase-Aktivität und wird als Transmembranprotein an der Oberfläche 

zahlreicher Zellen exprimiert (Wells 1999). An ihm lässt sich die typische Signaltransduktion der 

Wachstumsfaktoren demonstrieren (Abb. 1). Bindung eines Liganden, unter anderem EGF, an die 

extrazelluläre Domäne eines Rezeptor-Monomers führt zu dessen Konformationsänderung und 

ermöglicht die Dimerisierung mit einem weiteren Rezeptor-Monomer. Durch die Dimerisierung 

werden die beiden intrazellulär gelegenen Tyrosinkinasedomänen in räumliche Nähe gebracht, 
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sodass diese sich gegenseitig phosphorylieren können (sogenannte Autophosphorylierung). Dadurch 

wird der Rezeptor aktiviert und eine multifunktionelle Bindungsstelle für Proteine geschaffen, die 

verschiedene nachgeschaltete Phosphorylierungs- und Aktivierungskaskaden auslöst (Yarden und 

Sliwkowski 2001; Yarden und Shilo 2007; Witsch et al. 2010).  

Eines der Adapterproteine ist das Growth factor receptor binding protein (Grb-2), das den 

Guaninnukleotidaustauschfaktor SOS bindet. Letzterer aktiviert GDP-Ras zu GTP-Ras, der die Serin-

Threonin-Kinase Raf an die Zellwand rekrutiert und aktiviert. Raf aktiviert die MAP/ERK-Kinase MEK, 

die wiederum die MAP-Kinase phosphoryliert. Zu den wichtigsten Vertretern der Mitogen-aktivierten 

Protein-Kinasen (MAPK) gehört die Extrazellulär Signal-regulierte Kinase 1/2 (ERK1/2). Die aktivierte 

MAPK wird in den Zellkern transloziert und beeinflusst dort über Aktivierung von 

Transkriptionsfaktoren Proliferation und Differenzierung der Zelle. Außerdem kann sie weitere 

zytoplasmatische Substrate phosphorylieren (Yarden und Sliwkowski 2001; Yarden und Shilo 2007, 

Witsch et al. 2010, Sabbah et al. 2020). 

Des Weiteren kann die Rezeptor-Autophosphorylierung zur Aktivierung der Phospholipase Cγ führen. 

Diese hydrolysiert Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphonat zu den Signalmolekülen Diacylglycerin 

(DAG) und Inosit-1,4,5-triphosphat (IP3), wodurch die Freisetzung von Calciumionen aus 

intrazellulären Speichern ermöglicht wird und weitere Signalwege aktiviert werden, unter anderem 

die Proteinkinase C (Yarden und Sliwkowski 2001).  

Die Aktivierung der Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K) durch direkte Phosphorylierung durch den 

Rezeptor bzw. über Ras ermöglicht die Phosphorylierung von Akt. Akt phosphoryliert als Serin-

Threonin-Kinase unter anderem das antiapoptotische Protein Bad und aktiviert die Kinase mTOR und 

den Transkriptionsfaktor Nuclear-Factor-κB (NFκB) (Yarden und Sliwkowski 2001; Witsch et al. 2010; 

Sabbah et al. 2020).  

Weitere Aktivierungswege betreffen den Signaltransduktor Signal Transductor and Activator of 

Transcription proteins (STAT) über die Janus-Kinase sowie die Jun amino-terminale Kinase JNK (Wells 

1999; Yarden und Sliwkowski 2001; Yarden und Shilo 2007; Witsch et al. 2010; Sabbah et al. 2020).  
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Abbildung 1: Vereinfachte Darstellung des Wachstumsfaktor-Signalwegs am Beispiel des EGFR 

Bad: Bcl-2-associated death promotor, EGFR: Epidermal Growth Factor Receptor, Grb-2: Growth 
factor receptor binding protein, JAK: Janus-Kinase , JNK: c-Jun-N-terminalen Kinase, JNKK: JNK-Kinase, 
MAPK: Mitogen-aktivierten Protein-Kinase, MEK: MAP/ERK-Kinase, mTOR: mechanistic target of 
Rapamycin, NFκB: nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B-cells, PAK: 
p21/CDC42/Rac1-Aktivierte Kinase, PI3K: Phosphoinositid-3-Kinase, PKC: Proteinkinase C, PLCγ: 
Phospholipase Cγ, Raf: Rapidly growing fibrosarcoma, Ras: Rat sarcoma, STAT: Signal Transductor and 
Activator of Transcription proteins, SOS: Son of Sevenless, TF: Transkriptionsfaktoren 
(nach Yarden und Sliwkowski 2001; Hecht et al. 2004; Yarden und Shilo 2007; Witsch et al. 2010; 
Sabbah et al. 2020).  
 
Wie bereits für Wachstumsfaktoren im Allgemeinen beschrieben, beeinflusst EGF am EGFR über 

diese Signalwege nicht nur physiologische Prozesse, sondern auch wichtige Merkmale der 

Karzinogenese wie Proliferation und Apoptoseinhibition. Eine Überexpression des EGFR findet sich 

bei verschiedenen Tumoren und führt zu Progression und Metastasierung (Wells 1999). Daher bietet 

sich der EGFR als Zielstruktur in der onkologischen Therapie an, was zur Entwicklung verschiedener 

Wirkstoffe geführt hat. Grundsätzlich werden zwei Kategorien von EGFR-Inhibitoren unterschieden, 

die monoklonalen Antikörper und die Tyrosinkinaseinhibitoren.  

Monoklonale Antikörper binden an die extrazelluläre Domäne des EGFR und verhindern somit die 

Ligandenbindung (Castillo et al. 2004). Beispiele sind Cetuximab und Panitumumab, die in 

Kombination mit Chemotherapie bereits beim kolorektalen, Brochial- und Pankreaskarzinom 

Anwendung finden. Sie steigern die antineoplastische Wirkung der Chemotherapie und reduzieren 

die Bildung von Resistenzen (Cunningham et al. 2004; Sabbah et al. 2020). Tyrosinkinaseinhibitoren 

hingegen hemmen die Autophosphorylierung des Rezeptors und damit auch die nachgeschalteten 
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Phosphorylierungskaskaden (Arora und Scholar 2005). Die EGFR-Inhibitoren Gefetinib und Erlotinib 

werden ebenfalls bereits in der Therapie von Bronchial- und Pankreaskarzinomen verwendet 

(Ciardiello und Tortora 2008). Auch an Neuroblastompatienten wurden bereits erste Studien mit 

EGFR-Inhibitoren durchgeführt (Jakacki et al. 2008).  

1.2.2	Insulin-ähnlicher	Wachstumsfaktor	(IGF)	
Der Insulin-ähnliche Wachstumsfaktor (IGF) erhielt seinen Namen aufgrund der hohen 

Sequenzhomologie zu Insulin. Seine beiden Isoformen IGF1 und IGF2 sowie der gemeinsame IGF-1-

Rezeptor (IGF1R, IGFR) konnten in Neuroblastomzellen nachgewiesen werden (Megison et al. 2013). 

Die Signaltransduktion nach Bindung von IGF an den IGFR ist vergleichbar mit der von EGF, mit der 

Einschränkung, dass der IGFR bereits als Dimer in der Zellmembran vorliegt. Es können auch 

Hybridrezeptoren aus dem IGFR und dem Insulinrezeptor mit hoher Affinität für IGF1 gebildet 

werden (Weroha und Haluska 2008).  

In der Signaltransduktion des IGFR spielen vor allem die oben beschriebene Aktivierung des MAPK- 

sowie des PI3K/Akt-Signalwegs eine wichtige Rolle (Carboni et al. 2009). Dies ermöglicht die 

Ausübung physiologischer Funktionen, beispielsweise in Wachstumsprozessen und 

Energiestoffwechsel (Weroha und Haluska 2008). Darüber hinaus ist der IGF-Signalweg aber auch 

essentiell für Zellteilung sowie Überleben von Tumorzellen und fördert Proliferation und 

Metastasierung (Baserga 1995; Carboni et al. 2005).  

Wie auch EGF bietet sich damit IGF als Zielstruktur in der onkologischen Therapie an. Linsitinib 

(OSI-906) ist ein oral applizierbarer Tyrosinkinaseinhibitor mit selektiver Aktivität gegen den IGFR 

sowie in höheren Konzentrationen gegen den Insulin-Rezeptor (Mulvihill et al. 2009). Seine 

Wirksamkeit in Mono- oder Kombinationstherapie wird bereits bei verschiedenen Krebsarten wie 

Bronchial- oder Mammakarzinomen getestet (King und Wong 2012). Insgesamt wird Linsitinib eine 

gute Verträglichkeit attestiert. Unerwünschte Arzneimittelwirkungen betreffen vor allem milde 

Hyperglykämien durch die Wirkung auf den Insulinrezeptor (Puzanov et al. 2015; Davis et al. 2018). 

Ähnliches gilt für den Tyrosinkinaseinhibitor BMS-754807, der zusätzlich zum IGFR und 

Insulinrezeptor noch weitere Kinasen und Rezeptoren inhibiert. Für verschiedene Tumorentitäten 

konnte für BMS-754807 bereits eine Reduktion des Tumorwachstums durch Induktion der Apoptose 

nachgewiesen werden (Carboni et al. 2009). Auch an Neuroblastomzellen wurden bereits 

Untersuchungen durchgeführt (Carboni et al. 2009; Kolb et al. 2011).  

1.2.3	Hepatozyten-Wachstumsfaktor	(HGF)	
Der Hepatozyten-Wachstumsfaktor (HGF) wurde erstmals als Wachstumsfaktor für Leberzellen 

entdeckt (Nakamura et al. 1989). Er wird durch mesenchymale Zellen als Vorläuferprotein sezerniert 
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und durch proteolytische Spaltung in seine aktive Form umgewandelt (Nakamura et al. 1989). Diese 

bindet an den spezifischen Rezeptor c-Met auf der Oberfläche epithelialer und endothelialer Zellen, 

woraufhin eine Signalkaskade vergleichbar mit EGF und IGF ausgelöst wird (Hecht et al. 2004). In der 

Signalkaskade werden außerdem die Matrix-Metalloproteinase (MMP) und der tissue plasminogen 

activator (tPA) aktiviert, die die Degradierung von Proteinen der extrazellulären Matrix ermöglichen 

und somit Tumorinvasion und –metastasierung erleichtern (Hecht et al. 2004).  

Die ausgelösten Signalkaskaden von HGF und c-MET sind essentiell für Prozesse wie Embryogenese, 

Geweberegeneration, Wundheilung und Angiogenese (Birchmeier und Gherardi 1998). Eine 

Überexpression von Wachstumsfaktor und Rezeptor fördern jedoch auch die Progression und 

Metastasierung vieler Tumoren, auch die des Neuroblastoms (Hecht et al. 2004; Crosswell et al. 

2009). Klinische Studien an Neuroblastom-Patienten zeigen, dass HGF bei Patienten mit 

Neuroblastom erhöht ist und zusätzlich auf ein fortgeschrittenes Stadium hinweist (Crosswell et al. 

2009). Ein erhöhter HGF-Spiegel korreliert dabei auch mit genetischen Markern für ein schlechtes 

Outcome (1p-Deletion, MYCN-Amplifikation). 

Die Blockade der HGF-vermittelten Signale ist demnach eine vielversprechende therapeutische 

Möglichkeit. Tepotinib als gezielter oraler c-Met-Inhibitor wird unter anderem bei 

Bronchialkarzinomen angewandt und zeigt eine gute Verträglichkeit mit nur milden unerwünschten 

Wirkungen wie peripheren Ödemen (Xu et al. 2022). Bei den Neuroblastomzelllinien H1993, SH-EP, 

SK-N-AS und SK-N-SH konnten durch Tepotinib eine Induktion der Apoptose und ein reduziertes 

Tumorwachstum erreicht werden (Scorsone et al. 2014). Der c-Met- und ALK-Inhibitor Crizotinib 

zeigte in klinischen Studien an Hochrisiko-Neuroblastomen bereits ein initiales Ansprechen, war 

jedoch mit einer späteren Resistenzentwicklung verbunden. Die Studienleiter postulierten, dass die 

benötigten Crizotinib-Konzentrationen zur Inhibition der Tyrosinkinaseaktivität nicht erreicht werden 

konnten (Foster et al. 2021). Nähere Betrachtungen der Resistenzmechanismen sind hier notwendig.  

1.3	Das	Neuroblastom	im	Zellmodell		
Als Zellmodell für die vorliegende Arbeit wurden exemplarisch die beiden humanen 

Neuroblastomzelllinien Kelly und SH-SY5Y verwendet, die klinisch relevanten Mutationen aufweisen.  

1.3.1	Kelly-Zellen		
Kelly-Zellen stammen von einer einjährigen Neuroblastompatientin. Die runden bis fusiformen Zellen 

mit Neuritenfortsätzen wachsen adhärent in Mono- oder Multilayern mit einer Verdopplungszeit von 

30 bis 40 Stunden (Leibniz Institute DSMZ GmbH 2024). Eine Besonderheit der Kelly-Zellen ist das 

Vorliegen einer genomischen Amplifikation des Transkriptionsfaktors MYCN (Preis et al. 1988; 
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Schwab et al. 1983; Bannasch et al. 1999). Zudem weisen Kelly-Zellen wie auch SH-SY5Y-Zellen eine 

aktivierende Mutation der Rezeptortyrosinkinase ALK auf (F1174L), die die ALK-Phosphorylierung und 

damit das Zellwachstum fördert (Sasaki et al. 2010; Del Grosso et al. 2011).  

1.3.2	SH-SY5Y-Zellen		
SH-SY5Y-Zellen sind ein neuronaler Subklon der Neuroepitheliom-Zelllinie SK-N-SH, die im Jahr 1970 

aus der Knochenmarksbiopsie eines vierjährigen Mädchens mit metastatischer 

Neuroblastomerkrankung gewonnen wurde (Biedler et al. 1973). Im Gegensatz zum epithelialen 

Subklon weisen die SH-SY5Y-Zellen kurze neuronale Fortsätze sowie die für katecholaminerge 

Neurone typische Enzymaktivität der Tyrosin-Hydroxylase und der Dopamin-ß-Hydroxylase auf (Ross 

et al. 1983). Kulturen der SH-SY5Y-Zellen bestehen aus zwei Fraktionen mit unterschiedlichem 

Wachstumsmuster; eine aus frei im Medium flottierenden Zellclustern und eine mit adhärentem 

Wachstum in Monolayern (Kovalevich und Langford 2013). Die Verdopplungszeit beträgt 50 bis 60 

Stunden (Leibniz Institute DSMZ GmbH 2024). Im Gegensatz zu Kelly-Zellen besitzen SH-SY5Y-Zellen 

zwar keine genomische MYCN-Amplifikation, exprimieren jedoch trotzdem hohe Spiegel von MYCN 

und MYC (Sadée et al. 1987). Zudem weisen SH-SY5Y-Zellen eine zusätzliche Kopie des Chromosoms 

1q auf (Biedler et al. 1978).  

1.4	Retinsäure		
Retinsäure, ein Derivat des Vitamin A, kann in die Regulation von Zelldifferenzierung, Wachstum und 

Apoptose eingreifen und findet daher Anwendung in der Therapie verschiedener onkologischer 

Erkrankungen (Chlapek et al. 2018).  

In Neuroblastomzellen reduziert Retinsäure die Expression von MYCN und kann infolge dessen die 

Differenzierung zu einem reiferen neuronalen Phänotyp induzieren (Preis et al. 1988; Cheung et al. 

2009). Es kommt konzentrationsabhängig zur Ausbildung langer neuronaler Fortsätze und zu 

erhöhter Expression neuronaler Marker wie der Neuronen-spezifischen Enolase (Cheung et al. 2009). 

Der Effekt ist jedoch nicht ausreichend, um die vollständige Ausdifferenzierung der Tumorzellen zu 

erreichen und die Fähigkeit zur Koloniebildung aufzuheben (Preis et al. 1988). Gleichzeitig erzielt 

Retinsäure konzentrations- und zeitabhängige Effekte auf das Wachstum der verschiedenen 

Neuroblastomzelllinien (Seeger et al. 1982; Thiele et al. 1985). In Kelly-Zellen wird durch Behandlung 

mit all-trans-Retinsäure ein Stoppen der Proliferation erreicht, während sich bei SH-SY5Y-Zellen die 

Zellzahl erhöhte (Waetzig et al. 2019).  

Retinsäure war daher lange Zeit Teil des multimodalen Therapiekonzeptes zur Behandlung von 

Hochrisiko-Neuroblastomen. Neuere Studien zeigten jedoch Zweifel an der Wirksamkeit. Ein Problem 
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ist die Bildung Retinsäure-resistenter Zellen durch Aktivierung der Überlebenssignalwege über Akt 

und ERK1/2 und Reduktion der Apoptose (Chlapek et al. 2018; Waetzig et al. 2019). In den aktuellen 

Empfehlungen zur post-Konsolidierungs-Therapie wurde die Retinsäure daher durch den Antikörper 

Dinutuximab abgelöst (Peinemann et al. 2016).   

1.5	Zielsetzung	der	Arbeit	
Die zentrale Rolle der Wachstumsfaktoren in der Tumorprogression wurde für zahlreiche Krebsarten 

beschrieben und zielgerichtete Therapiestrategien vielversprechend eingesetzt. Für das 

Neuroblastom fehlen jedoch genaue Betrachtungen, die angesichts der schlechten Prognose des 

Hochrisiko-Neuroblastoms notwendig sind. Ziel dieser Arbeit war daher die Einschätzung der Rolle 

der Wachstumsfaktoren für das Neuroblastom, um eine mögliche therapeutische Konsequenz 

ableiten zu können. Anhand der beiden Neuroblastomzelllinien Kelly und SH-SY5Y wurde der Einfluss 

der Wachstumsfaktoren EGF, IGF und HGF auf Zellviabilität, Proliferation und Differenzierung 

untersucht.  

Folgende Kernfragen sollten dabei genauer betrachtet werden:  

• Welche der untersuchten Wachstumsfaktoren werden unter optimalen Bedingungen bzw. in 

Mangelsituationen exprimiert und freigesetzt? 

• Welche Funktionen haben die untersuchten Wachstumsfaktoren? 

• Können die Zellen adaptieren, wenn die Wachstumsfaktorrezeptoren von EGF, IGF oder HGF 

blockiert werden? 

• Hat die Differenzierung mit Retinsäure einen Einfluss auf Expression und Freisetzung der 

untersuchten Wachstumsfaktoren?  
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2	Material	und	Methodik	 	
Im Folgenden werden die in der vorliegenden Arbeit genutzten technischen Ausstattungen sowie die 

Verbrauchsmaterialien, Chemikalien und Reagenzien, Kits, Antikörper und TaqMan-Assays aufgeführt 

(Tabelle 3 bis 9) und die angewandte Methodik erläutert.  

2.1	Material	

2.1.1	Technische	Ausstattung		
Hersteller Gerät 

Bandelin electronic (Berlin) Ultraschall-Homogenisator Sonopuls GW70 

Biometra (Göttingen) Schüttelplattform WT12 

Bio-Rad Laboratories (München) Glasplatten 1,5 mm 

Kamm, 15-Well  

Mini PROTEAN® Gelkammer  

Mini PROTEAN® System Gelgießstand  

Power PacTM 300 Power Supply  

Subcell® GT Cell Elektrophoresekammer 

T100TM Thermocycler 

Tank Blot Insert 

Tank Blot Kammer  

Eppendorf AG (Hamburg)  Combitips (0,1 – 2,5 ml)  

Kühlzentrifuge 5415 R  

Laborzentrifuge 5810   

Multistepper 

Pipetten (0,5 – 1000 µl) 

Thermomixer compact 

GFL (Burgwedel) Wasserbad  

Heidolph (Kehlheim) Polymax 2040 Schüttler  

Heraeus (Osterode) Varifuge 3.0 

Hitachi (Düsseldorf) Spektrophotometer U2000 

Implen (München) NanoPhotometer  

Leica (Wetzlar) Fluoreszenzmikroskop DMIL 

LI-COR Biosciences (Bad Homburg) Odyssey CLx 

Millipore (Schwalbach)  Milli-Q Wasseraufreinigungsanlage  
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neoLab (Berlin)  Vortex Genie 2 

Ohaus (Greifensee, Schweiz) NavigatorTM Laborwaage 

Olympus GmbH (Hamburg) Mikroskop Olympus CK2 

Mikroskop Olympus IX73 

Omnilab (Bremen) KNF Miniport (Vakuumpumpe) 

Phase (Lübeck)  Semi-Dry Blotter 

Roche AG (Basel, Schweiz) CASY TT 

Seral (Ransbach-Baumbach)  Seradest RO-25 compact/Seralpur Pro90CN 

Schott (Mainz) Glasgefäße 

Tecan (Crailsheim)  Tecan Infinite® M200 pro 

Thermo Fisher Scientific (Darmstadt) HeraCellTM Zellkulturbrutschrank 

HeraeusTM Multifuge 3 S-R 

HeraSafeTM Zellkulturbank  

NuncTM 96-well-Platten, weiß, klarer Boden 

QuantStudioTM 7 
 

Tabelle 3: Technische Ausstattung 

2.1.1.1	Ergänzungen	zur	technischen	Ausstattung		

Sterilbank  
Gemäß Herstellerangaben wurde die Sterilbank (HeraSafeTM Zellkulturbank, Thermo Fisher Scientific, 

Darmstadt) 30 Minuten vor Benutzung für Arbeiten der Zellkultur eingeschaltet und mit 70 % Ethanol 

gereinigt, um Kontaminationen der Kulturen zu vermeiden.  

Sterilisation  

Die verwendeten Pipettenspitzen und Reaktionsgefäße wurden mithilfe des Tuttnauer 3850 EL 

(Tuttnauer, Wesel) bei 121 °C und 2,2 bar für 15 Minuten autoklaviert. Lösungen und Reagenzien 

wurden, sofern sie nicht bereits steril gekauft wurden, für 20 Minuten autoklaviert.  

Bidestillierung  

Sofern nicht anders angegeben, wurde zur Herstellung von Puffern und Lösungen bidestilliertes 

Wasser, im Folgenden als „A. bidest.“ angegeben, verwendet. Dieses wurde mithilfe des Seradest RO-

25 compact/Seralpur Pro90CN (Seral, Ransbach-Baumbach) hergestellt.  
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2.1.2	Verbrauchsmaterialien	
Hersteller Verbrauchsmaterial 

Hartmann AG (Heidenheim) Peha-soft Handschuhe, powderfree 

Hecht-Assistent (Sondheim v. d. Rhön) Pasteurpipetten 230 mm 

GE Healthcare (München) WhatmanTM Filterpapier 3 MM CHR 

Li-Cor Biosciences (Bad Homburg v. d. Höhe) Nitrozellulosemembran  

Sarstedt (Nümbrecht) Kunststoffküvetten 

Pipetten (steril; 5/10/25 ml) 

Pipettenspitzen (2,5/10/100/1000 μl) 

Reaktionsgefäß (0,5/1,5/2,0/10,0 ml) 

Zellkulturschalen (ø  10 cm) 

Zellkulturschalen (6-well) 

Zellkulturschalen (96-well) 

Zellschaber 

15-/50-ml-Röhrchen 

Thermo Fisher Scientific (Darmstadt) 96-Well-Platte, optical-bottom, white 
 

Tabelle 4: Verbrauchsmaterialien 

2.1.3	Chemikalien	und	Reagenzien		
Hersteller Chemikalie/Reagenz 

AppliChem (Darmstadt) Acrylamid/Bis-acrylamid Lösung (30%) 

Bio-Rad Laboratories (München)  Bio-Rad Protein Assay Standard II 

Bio&Sell (Nürnberg) Foetales Kälberserum (FCS)  

Ultrapure Water 

Carl Roth (Karlsruhe) Aprotinin 

Dye Reagent 

EDTA (Ethylendiamintetraacetat) 

Ethanol 

Glycin 

Leupeptin 

Pepstatin 

PIPES/NaOH (pH 6,5) (Piperazin-1,4-bis(2-

Ethansulfonsäure)) 

PMSF (Phenylmethylsulfonylfluorid) 

TEMED (Tetramethylenethylendiamin)  
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Tris (Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan)  

Li-Cor Biosciences (Bad Homburg v. d. Höhe) Odysseus Blocking Solution 

Marker Chameleon Duo  

Life Technologies, Gibco (Karlsruhe) DMEM 

Penicillin/Streptomycin 

RPMI 1640 

Merck (Darmstadt) Ammoniumpersulfat (APS)  

Bromphenolblau 

CHAPS 

Dimethylsulfoxid (DMSO)  

Tween 20 

PAN-Biotech (Aidenbach)  Trypsin 

Schärfe System (Hamburg) CASYton isotonische Salzlösung 

Sigma (München) Phosphatase Inhibitor Cocktail II 

Thermo Fisher Scientific (Darmstadt) DTT (Dithiotreitol) 

10x PBS 

Penicillin/Streptomycin (10.000 U/ml) 

TaqMan® Universal PCR Master Mix without 

AmpErase® UNG 

Tocris (Wiesbaden) All-trans Retinsäure  
 

Tabelle 5: Chemikalien und Reagenzien  

2.1.4	Kits	
Hersteller Kit 

Omega bio-tek (Norcross, USA)  E.Z.N.A® Total RNA Kit I (R6834-O2) 

Promega (Mannheim) Caspase-Glo® 3/7-Assay  

CellTiter-Glo® 

CytoTox-GloTM 

R&D Systems (Wiesbaden) Human HGF Quantikine® ELISA Kit 

Human IGF2 Quantikine® ELISA Kit 

Sigma (München)  Cell Proliferation ELISA, BrdU (colorimetric)  

Thermo Fisher Scientific (Darmstadt)  High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit 

Subcellular Protein Fractionation Kit 
 

Tabelle 6: Kits  
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2.1.5	Antikörper	
Name Spezies Verdünnung in 

Blockierlösung 

Hersteller 

Akt Maus 1: 1.000  SC 

c-Met  Maus 1: 500 SC 

c-Myc Maus 1: 1.000 SC 

Cyclin D1 Maus 1: 1.000 SC 

EGFR Maus 1: 1.000 SC 

ERK1/2 Maus 1: 750 SC 

GAPDH Maus 1: 5.000 SC 

Hsp90 Kaninchen 1: 1.000 CST 

IGFR Maus 1: 1.000 SC 

Myc Maus 1: 1.000 SC 

N-Myc Maus 1: 1.000 SC 

pAkt Kaninchen 1: 1.000 CST 

pc-Myc Maus 1: 1.000 SC 

pERK1/2 Kaninchen 1: 2.500 CST 

p21 Maus 1: 1.000 SC 
 

Tabelle 7: Primärantikörper 

CST: Cell Signaling Technology (Frankfurt a. M.), SC: Santa Cruz (Heidelberg).  
 

 

Name Spezies Wellenlänge Verdünnung in 

TTBS 

Hersteller 

anti-rabbit Ziege 800 nm 1: 5.000 Li-Cor 

anti-mouse Ziege 800 nm 1: 5.000 Li-Cor 

anti-mouse Ziege 700 nm 1: 5.000 Li-Cor  
 

Tabelle 8: Sekundärantikörper 

Li-Cor: Li-Cor Biosciences, Bad Homburg vor der Höhe. 
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2.1.6	TaqMan-Assays	
Name Assay-ID 

Actin b Hs99999903_m1 

EGF Hs01099990_m1 

EGFR Hs01076090_m1 

HGF Hs00300159_m1 

IGF1 Hs01547656_m1 

IGF2 Hs00171254_m1 

IGFR Hs00609566_m1 

MycN Hs00232074_m1 

MET Hs01565591_m1 

TBP Hs00427620_m1 

YWHAZ Hs03044281_g1 
 

Tabelle 9: TaqMan-Assays 

Alle verwendeten TaqMan-Assays wurden durch Thermo Fisher Scientific (Darmstadt) hergestellt. 
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2.2	Zellkultur	

2.2.1	Zellkultivierung		
Die in dieser Arbeit verwendeten Kelly- und SH-SY5Y-Zellen wurden bei der Deutschen Sammlung 

von Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ, Braunschweig) gekauft. Die Zellen wurden auf 

unbeschichteten 10-cm-Kunststoffschalen bei 37 °C und 5 % CO2 im Brustschrank (HeraCellTM 

Zellkulturbrutschrank, Thermo Fisher Scientific, Darmstadt) kultiviert. Unter Wachstumsbedingungen 

erhielten die Zellen 7 ml des unten genannten Nährmediums, das alle zwei bis drei Tage 

ausgetauscht wurde. Alle Arbeitsschritte der Zellkultivierung wurden unter der Sterilbank 

(HeraSafeTM Zellkulturbank, Thermo Fisher Scientific, Darmstadt) durchgeführt, um Verunreinigungen 

zu vermeiden. Vor der Verwendung wurden die Zellen unter dem inversen Mikroskop (Olympus CK2, 

Olympus, Hamburg) untersucht, sodass eventuell kontaminierte Zellen verworfen werden konnten. 

 

Inhaltsstoffe Kelly SH-SY5Y 

RPMI 1640 500 ml - 

DMEN - 500 ml 

Foetales Kälberserum FCS 50 ml 100 ml 

Penicillin/Streptomycin 5 ml 5 ml  

Bei 4 °C gelagert.  
 

Tabelle 10: Zusammensetzung der Nährmedien zur Kultivierung der Kelly- und SH-SY5Y-Zellen 

Die Nährmedien wurden unter der Sterilband angesetzt und vor dem Gebrauch im Wasserbad (GFL, 
Burgwedel) auf 37 °C erwärmt. Das foetale Kälberserum FCS wurde im Vorfeld im Wasserbad bei 56° 
C für 30 Minuten hitzeinaktiviert. 
 

2.2.2	Zellpassage	
Alle sieben Tage wurde die Zellhaltung auf neuen Kulturschalen ausgesät. Dazu wurde zunächst das 

Nährmedium mithilfe einer Vakuumpumpe (KNF Miniport, Omnilab, Bremen) abgesaugt und die 

Platte mit 2 ml PBS gewaschen. Um die Zellen von der Schale abzulösen, wurden sie anschließend mit 

2 ml Trypsin für sechs (Kelly) oder zwölf (SH-SY5Y) Minuten bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Nach 

Ende der Inkubation wurden 5 ml des Vollmediums hinzugefügt und die Suspension nach 

mehrfachem Spülen der Platte in ein 15-ml-Röhrchen übertragen. Das Röhrchen wurde für 

zehn Minuten bei 1000 rpm (Varifuge 3.0, Heraeus, Osterode) zentrifugiert und der entstandene 

Überstand abgesaugt, bevor das verbliebene Zellpellet in 3 ml neuem Vollmedium resuspendiert 

wurde.  



Material und Methodik 

21 
 

Zur Zählung der Zellen wurde der CASY TT (Roche AG, Basel, Schweiz) verwendet, der vor 

Inbetriebnahme gespült wurde. Der CASY TT ist in der Lage, anhand von Spannungsveränderungen 

die Zellzahl und Zellviabilität einer Probe zu bestimmen.  Dazu wurden zunächst 25 μl der 

Zellsuspension in 5 ml der Elektrolytlösung CASYton gegeben. Die Probe wird durch die Messkapillare 

des CASY TT gesaugt, an der ein elektrischer Strom anliegt, der durch die durchfließenden Zellen 

verringert wird. Viable Zellen mit intakter Zellmembran erzeugen dabei einen größeren Widerstand 

als tote Zellen, bei denen nur noch der Kern vorhanden ist. So kann der CASY die viablen Zellen von 

den toten unterscheiden.  

Die gezählten Zellen wurden auf neuen Kulturschalen und 96-Well-Platten ausgesät. In den Schalen 

wurden dafür 7 ml des Vollmediums vorgelegt, bevor die gewünschte Zellmenge hinzupipettiert und 

die Schale geschwenkt wurde. Für die 96-Well-Platten wurde die gewünschte Zellmenge zunächst in 

ein weiteres 15-ml-Röhrchen gegeben und die Flüssigkeitsmenge mit Vollmedium auf 11 ml (pro 96-

Well-Platte) aufgefüllt und geschwenkt. Mithilfe des Multisteppers (Eppendorf, Hamburg) wurden 

anschließend 100 μl der Suspension pro Well aufgetragen.  

Für diese Arbeit wurden nur Zellen der Passage 1 bis 20 verwendet. 

 

Inhaltsstoff Menge/Konzentration  

NaCl 1,37 M 

KCl 0,03 M 

Na2HPO3 0,07 M 

KH2PO3 0,02 M 

Für 1x PBS 1:10 verdünnt mit A. bidest.  

Autoklaviert, bei 4 °C gelagert. 
 

Tabelle 11: Zusammensetzung Stammlösung 10x PBS 

 

Verwendungszweck Zellzahl Kelly Zellzahl SH-SY5Y 

Haltung 0,4-1,2 x 106 0,8-1,2 x 106 

Lyse 0,8-1,2 x 106 1,8-2,2 x 106 

96-well-Platten 0,03 x106 pro Well (zur Stimulation am folgenden Tag) 

0,005 x106 pro Well (zur Stimulation in drei Tagen) 
 

Tabelle 12: Gewünschte Zelldichte der Kulturschalen 
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2.2.3	Stimulation	in	Kulturschalen	
Zur Stimulation der Zellen in Kulturschalen wurde zunächst das vorhandene Nährmedium abgesaugt 

und durch neues Nähr- bzw. Stimulationsmedium ersetzt. Anschließend wurden die 

Stimulationssubstanzen hinzupipettiert und die Schale für eine homogene Verteilung geschwenkt. 

Für Stimulationen, bei denen eine geringe Zellzahl zu erwarten war, wurden zwei Platten angesetzt 

und bei der Lyse (siehe Abschnitt 2.4) vereint. Die Platten wurden weiterhin im Brutschrank bei 37 °C 

und 5 % CO2 inkubiert und nach 24, 48 oder 72 Stunden für die Versuche verwendet. 

 

Stimulationsmedium RPMI/DMEN FCS 

Vollmedium                 (VM) siehe Zusammensetzung Nährmedien  

0,5 %iges Medium      (0,5 %) 49,75 ml 250 μl 

0 %iges Medium          (ø) 50 ml - 

Bei 4 °C gelagert. 
 

Tabelle 13: Zusammensetzung Stimulationsmedien (für einen 50-ml-Ansatz) 

 

Stimulationssubstanz Konzentration/Menge Verdünnungssubstanz 

Retinsäure (RA) 5 µM, 10 µM DMSO 

EGF 100 ng/ml Ultra Pure Water 

IGF1 100 ng/ml Ultra Pure Water 

IGF2 100 ng/ml Ultra Pure Water 

HGF 50 ng/ml, 100 ng/ml Ultra Pure Water 

BMS 1 µM, 5 µM, 10 μM DMSO 

Crizotinib 1 µM, 5 µM, 10 μM DMSO 

Erlotinib 1 µM, 5 µM, 10 μM DMSO 

Linsitinib 1 µM, 5 µM, 10 μM DMSO 

Tepotinib 1 µM, 5 µM, 10 μM DMSO 

Bei -20 °C gelagert.  
 

Tabelle 14: Verdünnung der Stimulationssubstanzen 

 

2.2.4	Stimulation	in	96-Well-Platten	
Für die Stimulation der Zellen in 96-Well-Platten wurden zunächst die Stimulationsmedien 

und -substanzen in 1,5-ml-Reaktionsgefäßen vorbereitet. Pro Well wurden 100 μl Ansatz (Medium 

mit Stimulationssubstanz) benötigt, die mit einer Pipettierzugabe von 30 μl angesetzt wurden. Dabei 
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wurden für jede Stimulationsart und jeden Messzeitpunkt zwei Werte angesetzt, aus denen in der 

Analyse der Mittelwert gebildet wurde. Anschließend wurde das Nährmedium aus den Wells 

abgesaugt und durch das vorbereitete Medium aus den Reaktionsgefäßen ersetzt. Die Platten 

wurden im Brutschrank für 24, 48 oder 72 Stunden inkubiert und auf Zellproliferation und Zellsterben 

(siehe Abschnitt 2.3) untersucht.  

2.2.5	Fotodokumentation  

Zur Charakterisierung der morphologischen Veränderungen der Zellen durch die Stimulation wurden 

diese vor ihrer Weiterverwendung mithilfe eines inversen Mikroskops (Fluoreszenzmikroskop IX73, 

Olympus, Hamburg) betrachtet und mit der Software cellSens (Olympus, Hamburg) fotografiert. Zur 

Auszählung wurde das Bildverarbeitungsprogramm ImageJ (Open Source) genutzt.  

2.3	Untersuchung	von	Zellproliferation	und	Zellsterben		
Für die folgenden Untersuchungsmethoden wurden Zellen in 96-Well-Platten kultiviert (siehe 

Abschnitt 2.2.4).  

2.3.1	CellTiter-Glo®-Viabilitätsassay		
Zur Messung der Anzahl der lebenden Zellen wurde der CellTiter-Glo®-Viabilitätsassay (Promega, 

Mannheim) benutzt. Dieser lysiert die Zellen und generiert ein Lumineszenz-Signal proportional zur 

vorhandenen ATP-Menge. Der ATP-Gehalt als Marker der metabolischen Aktivität ist laut Hersteller 

wiederum proportional zur Anzahl der lebenden Zellen.  

Das CellTiter-Glo® Reagenz wurde aufgetaut und abgedunkelt auf Raumtemperatur erwärmt, bevor 

mithilfe des Multisteppers (Eppendorf AG, Hamburg) 40 μl des Reagenz in jedes Well der zu 

messenden 96-Well-Platte gegeben wurden. Dann wurde die Platte für zehn Minuten abgedunkelt 

bei Raumtemperatur inkubiert. Der Inhalt der Wells wurde anschließend auf eine weiße 96-Well-

Platte für Lumineszenz-Messungen überführt und das Lumineszenz-Signal am Tecan-Reader (Tecan, 

Crailsheim) gemessen.   

2.3.2	BrdU-Proliferationsassay		
Der BrdU-Proliferationsassay (Sigma, München) beruht auf dem Einbau des Thymidinanalogons 

Bromodesoxyuridin (BrdU) in die neu synthetisierte DNA proliferierender Zellen. Mithilfe eines 

immunchemischen Nachweises des eingebauten BrdUs kann die Zellproliferation quantifiziert 

werden. Die verwendeten Substanzen wurden bei 4 °C gelagert und für die Versuche auf 

Raumtemperatur erwärmt.  
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Bestandteil Beschreibung  

BrdU labeling reagent  5-Bromo-2‘-desoxyuridin zum Einbau in neu synthetisierte 

DNA 

FixDenat Lösung zur Fixierung der Zellen und Denaturierung der 

DNA 

Anti-BrdU-POD monoklonaler anti-BrdU-Antikörper konjugiert mit 

Peroxidase (POD)   

Antibody dilution solution Verdünnungslösung  

Washing buffer Waschpuffer 

Substrate Solution  Tetramethylbenzidin als Substrat der Peroxidase 

H2SO4 zur Beendigung der Peroxidase-Reaktion 

Bei 4 °C gelagert. 
 

Tabelle 15: Cell Proliferation ELISA, BrdU (colorimetric) (Sigma, München)  

 

Zunächst wurden 10 µl BrdU in jedes Well gegeben und während der 24-stündigen Inkubationszeit 

anstelle von Thymidin in die neu synthetisierte DNA eingebaut.  Anschließend wurden pro Well 

200 µl Fix/Denat hinzugegeben und für 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Dadurch konnten 

die Zellen fixiert und die DNA partiell denaturiert werden, um so das eingebaute BrdU für die 

folgende Antikörperreaktion zugänglich zu machen. Anschließend wurde das Fix/Denat abgegossen 

und durch 100 µl des anti-BrdU-POD-Antikörpers ersetzt, der das freigesetzte BrdU detektiert. Nach 

einstündiger Inkubation wurde der überschüssige, ungebundene Antikörper durch dreimaliges 

Waschen mit Wash Buffer (1:10 verdünnt in PBS) entfernt. Mithilfe von 100 µl Substrate Solution 

wurde eine Farbreaktion katalysiert durch die antikörpergebundene Peroxidase ausgelöst, die nach 

30-minütiger Inkubation bei Raumtemperatur mithilfe von 25 µl H2SO4 beendet wurde. Die Messung 

der Farbreaktion erfolgte spektrophotometrisch bei 450 nm am Tecan-Reader (Tecan, Crailsheim). 

Nach Abzug der Leerwerte ohne Zellen und Normalisierung auf Kontrollzellen konnte so die 

Proliferation quantifiziert werden.  

2.3.3	CytoTox-GloTM-Zytotoxizitätsassay	
Mithilfe des CytoTox-GloTM-Zytotoxizitätsassays (Promega, Mannheim) wurde die Zytotoxizität der 

Zellpopulationen bestimmt. Dabei wird das AAF-GloTM-Substrat (Alanyl-alanyl-phenylalanyl-

aminoluciferin) selektiv in tote Zellen mit fehlender Membranintegrität aufgenommen und durch die 

sogenannte dead cell protease gespalten, sodass Aminoluciferin freigesetzt wird. Dieses führt als 

Substrat der Luciferase zu einer Lichtproduktion proportional zur Anzahl toter Zellen.  
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Das CytoTox-GloTM-Reagenz wurde bei -20 °C gelagert, vor Beginn der Messung auf Raumtemperatur 

erwärmt, mit Assay-Puffer rekonstituiert und auf 37 °C erwärmt. Pro Well wurden 50 µl Reagenz 

zugegeben und für 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Für die Lumineszenz-Messung 

wurden die Überstände der Wells anschließend auf eine weiße 96-Well-Platte übertragen und das 

Lumineszenz-Signal mittels Tecan-Reader (Tecan, Crailsheim) bestimmt.  

2.3.4	Caspase3/7-Assay	
Der Caspase-Glo® 3/7-Assay (Promega, Mannheim) dient der Untersuchung der Apoptose über 

Messung der Aktivität der Caspasen 3 und 7. Durch Zugabe eines luminogenen Caspase-3/7-

Substrates wird ein Lumineszenzsignal proportional zur Caspaseaktivität erzeugt. Das Kit wurde bei -

20 °C gelagert und vor Benutzung auf Raumtemperatur erwärmt. 

Zu den Zellen in einer 96-Well-Platte wurden 100 µl des Caspase-Glo® 3/7-Reagenz hinzugegeben 

und für 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wurden die Überstände der Wells 

auf eine weiße 96-Well-Platte (Thermo Fisher Scientific, Darmstadt) übertragen und das 

Lumineszenz-Signal am Tecan-Reader (Tecan, Crailsheim) gemessen.   

2.4	Untersuchung	der	Proteinexpression	und	–aktivität		

2.4.1	Herstellung	von	Zelllysaten		
Zur Untersuchung der Auswirkungen der Stimulation auf die Menge und Aktivität von Proteinen 

wurden 24, 48 und 72 Stunden nach Stimulation Zelllysate angefertigt. Nach einem gemeinsamen 

Anfangsschritt zur Herstellung von Zellpellets wurden verschiedene Lyseformen angewendet, um die 

Proteine aus unterschiedlichen Zellkompartimenten zu gewinnen. Die Proteinkonzentration der 

Lysate wurde im Anschluss photometrisch bestimmt, sodass der Einsatz der exakten Proteinmenge 

im Western Blot ermöglicht wurde. 

2.4.1.1	Herstellung	von	Zellpellets	

Zu Beginn wurde das Medium von den Zellschalen abgegossen und jede Platte mit 800 μl PBS 

gespült. Dann wurden in erneut 800 μl PBS die Zellen mithilfe eines Plastikschabers von ihrer Platte 

abgeschabt und die Zellsuspension in 1,5-ml-Reaktionsgefäße überführt. Diese wurden an der 

Tischzentrifuge (NeoLab, Heidelberg) für eine Minute zentrifugiert, bis ein Pellet entstand, von dem 

das überstehende PBS abpipettiert und verworfen wurde. Das Pellet konnte sofort für die 

verschiedenen Lyseformen weiterverwendet werden oder zunächst bei -80 °C eingefroren werden.  
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2.4.1.2	DLB-Lyse	(Ganzzelllyse)		

Mit dieser Methode wurde die gesamte Zelle aufgeschlossen und alle enthaltenen Proteine 

extrahiert.  

Für die DLB-Lyse wurde die Stammlösung 2xDLB-Puffer im Verhältnis 1:1 mit Ultra Pure Water und 

einem Prozent Phosphatase-Inhibitor-Cocktail II angesetzt. Die Zellpellets wurden je nach Größe in 

50-100 μl des angesetzten Puffers resuspendiert und anschließend für fünf Minuten bei 95 °C am 

Heizblock (Eppendorf, Hamburg) inkubiert. Zum vollständigen Aufbrechen der Zellmembranen 

wurden die Proben danach für jeweils zweimal fünf Impulse am Ultraschallstab (Bandelin electronic, 

Berlin) lysiert und für 15 Minuten bei 13.000 rpm und 4 °C zentrifugiert (Biofuge Fresco, Thermo 

Fisher, Darmstadt). Der so entstandene Überstand wurde in neue 1,5-ml-Reaktionsgefäße überführt 

und für die Proteinbestimmung verwendet.   

 

Inhaltsstoff Konzentration/Menge 

SDS 2 % 

Tris (pH 7,4) 20 mM 

Bei Raumtemperatur gelagert.  
 

Tabelle 16: Zusammensetzung des 2xDLB-Puffers 

 

2.4.1.3	Membran-	und	Zytoplasmaproteinlyse	

Ziel der Lyse ist es, die Membran- und Zytoplasmaproteine getrennt zu extrahieren, um die 

Membranproteine gezielt untersuchen zu können.  Verwendet wurde das Subcellular Protein 

Fractionation Kit (Thermo Fisher Scientific, Darmstadt).  

 

Bestandteil Beschreibung  

Cytoplasmic Extraction Buffer (CEB) Puffer zur Freisetzung zytoplasmatischer Proteine  

Bei -20 °C gelagert.  

 

Membrane Extraction Buffer (MEB)  Puffer zur Lyse verbliebener Zellorganellen und 

Proteine 

HaltTM Protease Inhibitor Cocktail  Protease-Inhibitor  

Bei 4 °C gelagert.  
 

Tabelle 17: Subcellular Protein Fractionation Kit (Thermo Fisher Scientific, Darmstadt) 



Material und Methodik 

27 
 

Unmittelbar vor Beginn der Lyse wurden die Puffer durch Hinzugabe von 1 % Phosphatase-Inhibitor-

Cocktail vorbereitet und für die gesamte Dauer der Lyse auf Eis gelagert.  

Das Zellpellet wurde zunächst abhängig von dessen Volumen in dem zehnfachen Volumen an CEB 

resuspendiert und für zehn Minuten auf Eis inkubiert, wobei die Proben zu Beginn einmal mit dem 

Vortexer, dann durch regelmäßiges Anschnipsen gemischt wurden. Der CEB bewirkt eine selektive 

Permeabilisierung der Zellmembran, sodass lösliche zytoplasmatische Proteine freigesetzt werden 

konnten.  Die Proben wurden für zehn Minuten bei 500 g und 4 °C zentrifugiert und der Überstand, 

der die freigesetzten Zytoplasmaproteine enthielt, in ein neues, zuvor gekühltes 1,5 ml-

Reaktionsgefäß überführt. Zur Extraktion der Membranproteine wurde das verbliebene Pellet in dem 

zehnfachen Volumen an MEB resuspendiert und erneut unter Vortexen und Anschnipsen für zehn 

Minuten auf Eis inkubiert. Dadurch konnten unlösliche Zytoplasmabestandteile sowie Zellorganellen 

lysiert werden, nur die Zellkerne blieben intakt. Anschließend wurden die Proben für fünf Minuten 

bei 3.000 g und 4 °C zentrifugiert und der Überstand, der nun die Membranproteine enthielt, in ein 

neues, zuvor gekühltes 1,5-ml-Reaktionsgefäß überführt. Das Pellet aus dem letzten 

Zentrifugierschritt, das die intakten Zellkerne enthielt, wurde verworfen und die Überstandsproben 

mit den extrahierten Zytoplasma- und Membranproteinen zur Proteinbestimmung verwendet.  

2.4.2	Proteinbestimmung	
Standardwert Ultra Pure Water Proteinstandard 

0,1 mg/ml 65 μl 5 μl 

0,2 mg/ml 60 μl 10 μl 
 

Tabelle 18: Zusammensetzung der Standardreihe 

 

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration der Zelllysate wurde zunächst eine Standardreihe als 

Referenzwert angesetzt. Die zu messenden Proben wurden mit Ultra Pure Water im Verhältnis 1:30 

verdünnt. Anschließend wurden jeweils 20 μl des Ultra Pure Waters, der beiden Standardwerte und 

der verdünnten Proben in Küvetten vorgelegt. Vor dem Pipettieren wurden diese gevortext. Zu den 

vorgelegten Substanzen wurden 980 μl der 1:5 verdünnten Färbelösung Dye Reagent hinzugegeben 

und die Küvetten gevortext, bevor sie für zehn Minuten bei Raumtemperatur inkubiert wurden. 

Danach wurde die Absorption der Proben bei 595 nm am Photometer (Hitachi, Wiesbaden) 

gemessen.  

Das Prinzip der Messung mithilfe der Dye-Reagent-Lösung beruht auf der Proteinbestimmung nach 

Bradford. Durch die Komplexbildung mit Proteinen verschiebt sich das Absorptionsmaximum des in 

der Dye-Reagent-Lösung enthaltenen Farbstoffs Coomassie-Brillant-Blau G-250 von 470 nm auf 
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595 nm, was eine Erhöhung des Extinktionskoeffizienten bewirkt. Photometrisch gemessen gegen die 

Extinktion des freien Farbstoffs im Leerwert mit Ultra Pure Water kann aus der Zunahme der 

Absorption bei 595 nm die Proteinkonzentration der Probe bestimmt werden. Dazu wurde die unten 

beschriebene Gleichung verwendet. Für die Berechnung wurde der Standardwert ausgewählt, dessen 

Absorption näher an der der Probe lag.  

 

K	 #
mg
ml
' = 	

Absorption	(Probe)	x	Konzentration	(Standard)
Absorption	(Standard)

x	Verdünnungsfaktor 

 

Gleichung 1: Gleichung zur Konzentrationsbestimmung 

 

Aus der Konzentration wurde mittels Dreisatz ermittelt, welches Volumen einer Proteinmenge von 

20 μg entsprach. Die Proben konnten direkt weiterverwendet werden oder zur Aufbewahrung 

zunächst bei -80 °C eingefroren werden.  

2.4.3	Probenverdünnung	
Für den Western Blot wurden 20 μg Protein pro Tasche aufgetragen. Zum Protein wurden 2 μl 

5x-Sample-Buffer hinzugegeben und die Probe mit Ultra Pure Water so aufgefüllt, dass das 

Gesamtvolumen 10 μl entsprach. In dem Fall, dass das benötige Probenvolumen für 20 μg Protein 

größer war als 8 μl, wurde die Menge an Sample Buffer so erhöht, dass Probe und Sample Buffer 

weiterhin im Verhältnis 4:1 standen. Die Proben wurden kurz zentrifugiert und für fünf Minuten bei 

95 °C gekocht, um durch Unterbrechung der Wasserstoffbrückenbindungen die Sekundär- und 

Tertiärstruktur der Proteine aufzubrechen. Bis zu ihrem Einsatz im Western Blot wurden die 

verdünnten Proben bei -80 °C aufbewahrt.  

 

Inhaltsstoff Menge/Konzentration 

Tris (pH auf 6,8 mit HCl) 312,5 mM 

SDS 10 % 

2-Mercapto-Ethanol 10 % 

Glycerol 50 % 

Bromphenolblau einige Kristalle  

Bei 4 °C gelagert.  
 

Tabelle 19: Zusammensetzung des 5x Sample Buffers 
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2.4.4	Western	Blot		

2.4.4.1	Prinzip	der	SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese	

Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese ist eine Methode zur Auftrennung von Proteinen nach 

ihrer Größe. Das im Sample Buffer enthaltene anionische Tensid SDS überdeckt die Eigenladung der 

aufzutrennenden Proteine, sodass sie alle negativ geladen sind und im Gel Richtung Anode laufen. Je 

kleiner das Protein dabei ist, desto schneller läuft es durch die Maschen des Gels.   

2.4.4.2	Gießen	der	Gele	für	Gelelektrophorese	

Als Vorbereitung wurden zunächst das benötigte Rück- und Deckglas (Bio-Rad Laboratories, 

München) sowie der Kamm mit A. bidest. und 70 % Ethanol gereinigt. Die Scheiben wurden 

aufeinandergesetzt und in die Halterung (Mini PROTEAN® System Gelgießstand, Bio-Rad 

Laboratories, München) eingesetzt.  

Das Polyacrylamidgel besteht aus einem Trenngel und einem Sammelgel, die durch radikalische 

Polymerisation mithilfe des Radikalstarters APS und dem Katalysator TEMED entstehen. Das Trenngel 

wurde entsprechend der unten stehenden Zusammensetzung in einem 15- oder 50-ml-Röhrchen 

angesetzt und vorsichtig geschüttelt, um die Polymerisierung zu aktivieren. Dann wurde das 

angesetzte Trenngel mithilfe einer Plastikpipette bis knapp unter den Querbalken der Halterung 

zwischen die Glasscheiben gefüllt und die Oberfläche durch Überschichten mit A. bidest. geglättet. 

Nach einer Polymerisationszeit von 30 Minuten wurde das übergeschichtete Wasser abgegossen und 

das Sammelgel nach der oben genannten Zusammensetzung angesetzt und über das Trenngel 

geschichtet. Entstandene Luftblasen wurden mit der Plastikpipette entfernt und der Kamm (Bio-Rad 

Laboratories, München) zur Aussparung der Taschen in das Sammelgel eingesetzt. Nach einer 

erneuten Polymerisationszeit von 40 Minuten wurde der Kamm entfernt und das Gel mitsamt den 

beiden Glasscheiben aus der Halterung gelöst. Bis zur Verwendung konnte das Gel für bis zu 14 Tage 

in mit A. bidest. getränkten Tüchern luftdicht verpackt in einer Plastiktüte bei 4 °C aufbewahrt 

werden.  
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Inhaltsstoff  10 % Trenngel 12 % Trenngel Sammelgel  

Wasser 4,17 ml 3,5 ml 2,3 ml 

Acrylamid 3,33 ml 4 ml 670 μl 

4x Trenngelpuffer 2,5 ml 2,5 ml - 

4x Sammelgelpuffer - - 1 ml 

APS 50 μl 80 μl 30 μl 

TEMED 9 μl 9 μl 9 μl 

Bei 4 °C gelagert.  
 

Tabelle 20: Zusammensetzung der Gele für die Gelelektrophorese 

 

 

Inhaltsstoff Trenngelpuffer Sammelgelpuffer 

Tris 72,7 g 24,2 g 

A. bidest. 300 ml 150 ml 

 mit 25 % HCl auf pH 8,8 

einstellen  

mit 25 % HCl auf pH 6,8 einstellen 

SDS (10% Lösung) 16 ml 16 ml 

A. bidest. ad 400 ml ad 400 ml 

Bromphenolblau - einige Kristalle 

Bei Raumtemperatur gelagert.  
 

Tabelle 21: Zusammensetzung des Trenn- und Sammelgelpuffers 

2.4.4.3	SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese			

Aus 100 ml der Stammlösung 10x Elektrophoresepuffer wurde mit 900 ml A. bidest. der 

1x Elektrophoresepuffer hergestellt.  

Die Gele wurden mit der kurzen Scheibe nach innen in die Halterung der Laufkammer (Subcell® GT 

Cell, Bio-Rad Laboratories, München) eingesetzt und die Laufkammer sowie der Bereich zwischen 

den Gelen mit 1x Elektrophoresepuffer aufgefüllt. Um Gelreste zu entfernen, wurden die Taschen 

des Gels mit 1x Elektrophoresepuffer gespült, bevor die verdünnten Proben sowie der Marker 

Chameleon DuoTM mit seinen bekannten Proteingrößen aufgetragen wurden. Daraufhin wurde die 

Laufkammer verschlossen und an den Power Supply (Bio-Rad Laboratories, München) angeschlossen. 

Die Proben wurden zunächst für 15 Minuten bei 100 V, dann bei 150 V aufgetrennt, bis die Lauffront 

das Ende des Gels erreichte. Anschließend wurde die Halterung aus der Laufkammer entfernt und 

das Gel mithilfe eines Spatels aus den Glasscheiben gelöst.  
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Inhaltsstoff Menge/Konzentration 

Tris (pH auf 8,3 mit HCl) 0,25 M 

Glycin 2 M 

SDS 0,03 M 

Bei Raumtemperatur gelagert.  
 

Tabelle 22: Zusammensetzung des 10x Elektrophoresepuffers (Stammlösung) 

2.4.4.4	Semi	Dry	Blot	

Für den Semi Dry Blot wurden 12-prozentige Gele verwendet. Ziel war es, die Proteine des SDS-Gels 

auf eine Membran zu übertragen, damit diese anschließend durch spezifische Primärantikörper 

gebunden und durch Sekundärantikörper sichtbar gemacht werden konnten.   

Pro Gel wurden fünf Dreierstapel Whatmanpapier sowie eine Nitrozellulosemembran bereitgelegt. 

Die Puffer wurden 2 cm hoch in eine Glaswanne gefüllt. Die ersten beiden Dreierstapel 

Whatmanpapier wurden in Anodenpuffer 2 getränkt, kurz an der Wannenwand abgeschlagen und 

mithilfe der Walze zu einem luftblasenfreien Stapel geschichtet. Darauf kamen drei Whatmanpapiere 

in Anodenpuffer 1 sowie die ebenfalls in Anodenpuffer 1 aktivierte Membran. Auf die Membran 

wurde das Gel geschichtet, das mithilfe des in Kathodenpuffer getauchten Spatels geglättet und mit 

zwei Dreierstapeln Whatmanpapier in Kathodenpuffer bedeckt wurde. Der Stapel wurde erneut 

gewalzt und mit der Kathodenseite nach unten auf den Blotter (Phase, Lübeck) gelegt. Der Blotter 

wurde verschlossen und an den Power Supply (Bio-Rad Laboratories, München) angeschlossen, der 

das Gel mit einer Spannung von 20 V und einer Stromstärke von 0,8 mA/cm2 für 60 Minuten blottete. 

Nach Abschluss des Blottings wurde der Stapel auseinandergebaut und die Membran für die 

Weiterverarbeitung bereitgelegt.  
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Puffer Inhaltsstoff Menge/Konzentration 

Kathodenpuffer Tris 25 mM 

Aminhexansäure 40 nM 

SDS 0,01 %  

Ethanol 20 % 

Anodenpuffer 1 Tris 30 mM 

Ethanol 20 % 

Anodenpuffer 2 Tris 300mM 

Ethanol 20 % 

Bei Raumtemperatur gelagert. 
 

Tabelle 23: Zusammensetzung der Pufferlösungen für den Semi Dry Blot 

2.4.4.5	Tank	Blot		

Im Tank Blot wurden 10-prozentige Gele verwendet mit dem Ziel, größere Proteine besser sichtbar 

zu machen.  

Als Vorbereitung wurde eine Plastikwanne mit 1x Tank Blot Puffer gefüllt und das Tank Blot Insert 

(Bio-Rad Laboratories, München) sowie die zwei Schwämme in den Puffer gelegt. Auf der weißen 

Seite des Inserts wurde nun der Stapel bestehend aus einem Schwamm, zwei Whatmanpapieren, der 

Membran, dem Gel, zwei weiteren Whatmanpapieren und einem weiteren Schwamm aufgebaut. Die 

einzelnen Komponenten wurden zuvor in Tank Blot Puffer aktiviert und die zwischen den Schichten 

liegenden Luftblasen mithilfe der Walze entfernt. Dann wurde das Insert verschlossen und 

zusammen mit der Eiswanne in die Blotting Kammer (Bio-Rad Laboratories, München) eingesetzt. 

Das übrige Kammervolumen wurde mit 1x Tank Blot Puffer aufgefüllt und die Kammer anschließend 

verschlossen und an den Power Supply (Bio-Rad Laboratories, München) angeschlossen. Für das 

Blotting wurden eine Spannung von 100 V, eine Stromstärke von 400 mA und eine Zeit von 

60 Minuten benötigt.  

 

Inhaltsstoff Menge 

Glycerin 144 g 

Tris 20 g 

A. bidest. auf 1 l Gesamtvolumen auffüllen 

Bei 4 °C gelagert.  
 

Tabelle 24: Zusammensetzung 10x Tank Blot Puffer 
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Inhaltsstoff Menge 

10x Tank Blot Puffer 100 ml 

Ethanol 200 ml 

A. bidest. 700 ml  

Bei 4 °C gelagert.  
 

Tabelle 25: Zusammensetzung 1x Tank Blot Puffer 

2.4.4.6	Zuschneiden	und	Blockieren	

Die Membran wurde mithilfe eines Skalpells in 1x Tris-buffered saline (TBS) zugeschnitten und kurz 

mit 1x TBS abgespült. Anschließend wurde sie für eine Stunde mit 4 ml Blocking Solution auf dem 

Schüttler (Polymax 2040, Heidolph, Kehlheim) blockiert.   

2.4.4.7	Inkubation,	Waschen	und	Scannen		

Nach Entfernung der Blocking Solution wurde der Primärantikörper auf die Membran gegeben und 

über Nacht bei 4 °C auf dem Schüttler (Polymax 2040, Heidolph, Kehlheim) inkubiert.  

Am nächsten Tag wurde der Primärantikörper entfernt und die Membran einmal mit 1x Tween-Tris-

buffered saline (TTBS) abgespült und anschließend dreimal fünf Minuten in 1x TTBS gewaschen. Dann 

wurde der entsprechende Sekundärantikörper auf die Membran gegeben und abgedunkelt für eine 

Stunde bei Raumtemperatur auf dem Schüttler inkubiert. Der Sekundärantikörper wurde ebenfalls 

entfernt und die Membran erneut mit 1x TTBS abgespült und dreimal für fünf Minuten abgedunkelt 

in 1x TTBS gewaschen. Anschließend wurde die Membran abgedunkelt für fünf Minuten in 1x TBS 

gewaschen und am Odyssey CLx (LI-COR Biosciences, Bad Homburg) gescannt.  

 

Inhaltsstoff Menge/Konzentration 

Tris 1 M 

NaCl 1,5 M 

A. bidest. auf 800 ml auffüllen 

HCl 25%  zur Einstellung des pHs auf 7,5  

Tween 20 9 mM 

A. bidest. auf 1000 ml auffüllen 

Bei 4 °C gelagert.  
 

Tabelle 26: Zusammensetzung 10x TTBS 
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2.5	Untersuchung	der	Genexpression	mittels	TaqMan-Assay		

2.5.1	Herstellung	von	Zellpellets		
Die Zellpellets wurden wie bei der Herstellung von Zelllysaten beschrieben hergestellt und bei -80 °C 

aufbewahrt. 

2.5.2	RNA-Extraktion	
Zur RNA-Extraktion wurde das E.Z.N.A Total RNA Kit I (Omega bio-tek, Norcross, USA) verwendet.  

Bestandteil Beschreibung  

HiBind® RNA Mini Column Säule zur Zentrifugation  

2 ml-Collection Tubes Sammelgefäß zum Einsatz in Säule 

TRK Lysis Buffer Puffer zur Lyse von Zellen und Geweben  

RNA Wash Buffer I Waschpuffer 

RNA Wash Buffer II Waschpuffer 

Bei Raumtemperatur gelagert.  
 

Tabelle 27: E.Z.N.A. Total RNA Kit I (Omega bio-tek, Norcross, USA) 

 

Zu dem Zellpellet wurden zunächst 700 μl TRK Lysis Buffer, dann 700 μl 70 %iger Ethanol hinzugefügt 

und durch Vortexen vermischt. Der gesamte Inhalt wurde anschließend in eine Säule in einem 

Collection Tube gegeben und für eine Minute bei 10.000 g zentrifugiert. Danach wurde die Probe 

erneut gewaschen und bei 10.000 g zentrifugiert, erst mit 500 μl Wash Buffer I für 30 Sekunden, 

dann zweimal mit 500 μl Wash Buffer II für eine Minute. Anschließend wurden die Proben für eine 

Minute bei maximaler Geschwindigkeit trockenzentrifugiert und der gesamte Durchfluss im 

Collection Tube verworfen. Die Säule wurde in ein Reaktionsgefäß gestellt und für zwei Minuten mit 

je 40 μl DEPC Water bei Raumtemperatur inkubiert, bevor sie erneut für zwei Minuten bei maximaler 

Geschwindigkeit zentrifugiert wurde. Anschließend konnte die Säule entfernt und die RNA-Menge 

am Photometer gemessen werden.  

2.5.3	RNA-Quantifizierung	
Die Konzentration der extrahierten RNA wurde photometrisch am NanoPhotometer (Implen, 

München) bestimmt. Als Referenzwert für die Absorptionsmessung bei 260 nm wurde das RNA-freie 

DEPC verwendet.   
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2.5.4	Reverse	Transkription		
Für die Reverse Transkription der extrahierten mRNA in komplementäre cDNA wurde das High-

Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Thermo Fisher Scientific, Darmstadt) verwendet.  

 

Bestandteile Menge zur Zusammensetzung des Mastermixes 

10x RT-Buffer 2,0 μl 

25x dNTP-Mix 0,8 μl 

10x RT Random Primers 2,0 μl 

Multi Scribe RT 1,0 μl 

RNAse-Inhibitor 1,0 μl 

Nuclease-freies H2O 3,2 μl 

Bei -20 °C gelagert.  
 

Tabelle 28: High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Thermo Fisher Scientific, Darmstadt) 

RT: Reverse Transkriptase, dNTP: desoxy-Nukleosidtriphosphat.  

 

Zur Vorbereitung wurden die Kit-Anteile aufgetaut und auf Eis gelagert. Pro RNA-Probe wurde auf Eis 

ein Master Mix nach der oben beschriebenen Zusammensetzung angesetzt. Zu dem Master Mix 

wurden je 1000 ng der RNA-Probe hinzugegeben und die Probe mit Nuclease-freiem Wasser auf 

insgesamt 20 μl aufgefüllt. Durch zweimaliges Auf- und Abpipettieren wurde die Probe gemischt und 

danach kurz zentrifugiert. Bis zur reversen Transkription wurde die Probe auf Eis aufbewahrt.  

Für die Reverse Transkription wurde der Thermocycler (T100TM, Bio-Rad Laboratories, München) 

programmiert: 

 Step 1  25 °C  10 Minuten 

 Step 2  37 °C  120 Minuten 

 Step 3  85 °C  5 Minuten 

 Step 4  4 °C  ∞ 

 

Die cDNA wurde bis zu ihrer Weiterverarbeitung bei -20 °C eingefroren.  

2.5.5	TaqMan-Assay	
Mithilfe des TaqMan-Assays kann eine quantitative Aussage über die RNA-Expression der Zielgene 

getroffen werden. Der TaqMan-Assay nutzt dabei das Prinzip der Real-Time-PCR, bei der PCR-

Amplifikation und –Nachweis in einem Schritt verbunden werden. Der verwendete TaqMan-Assay 

enthält dazu spezifisch für die entsprechende Ziel-RNA unmarkierte Vorwärts- und Rückwärtsprimer 
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sowie eine TaqMan-Sonde mit einer Fluoreszenzfarbstoffmarkierung und einem Quencher, der 

zunächst das Fluoreszenzsignal unterdrückt.  

Die Real-Time PCR beginnt mit dem Binden von Primer und Sonde an ihre spezifischen 

Zielsequenzen. Die Taq-DNA-Polymerase synthetisiert daraufhin die komplementären Stränge. Bei 

Erreichen der Sonde wird diese durch eine Nuclease geschnitten und so der Fluoreszenzfarbstoff vom 

neutralisierenden Quencher getrennt. Das so entstehende Fluoreszenzsignal ist proportional zur 

Menge des Zielgens und wird mithilfe des Ct-Werts (Schwllenwertzyklus) quantifiziert.  

Die cDNA-Proben wurden vor Beginn 1:1 mit Nuclease-freiem Wasser vorverdünnt. 

 

Inhaltsstoff Menge 

20x TaqMan-Assay 0,5 μl 

2x TaqMan Universal Master Mix 5 μl 

vorverdünnte cDNA 1 μl 

Nuclease-freies H2O 3,5 μl 

Bei -20°C gelagert.  
 

Tabelle 29: Zusammensetzung des Reaktionsmixes für eine Reaktion 

 

Für jedes Assay wurden Doppelwerte für die Zielgene sowie eine Negativkontrolle ohne cDNA nach 

der oben stehenden Zusammensetzung angesetzt und auf in eine 96-Well-Platte pipettiert. 

Anschließend wurde die Platte versiegelt, gevortext und bei 200 g eine Minute zentrifugiert und zur 

Messung in den QuantStudio 7 (Thermo Fisher Scientific, Darmstadt) eingesetzt.  

2.6	Untersuchun	der	Proteinfreisetzung	mittels	ELISA	
Ziel des HGF-ELISAs ist die quantitative Messung des HGF-Spiegels im Überstand der Zellkulturen. Der 

ELISA funktioniert dabei nach dem Sandwich-Prinzip: Auf eine Platte mit gebundenem HGF-

Antikörper werden Standardwerte und Proben des Überstands pipettiert und das enthaltene HGF 

gebunden. Nachdem die ungebundenen Substanzen abgewaschen wurden, wird ein Enzym-

gekoppelter HGF-Antikörper auf die Platte gegeben, der an das gebundene HGF bindet. Nach einer 

erneuten Waschung zur Entfernung des ungebundenen Antikörpers wird dessen Substrat 

dazugegeben und somit eine Farbreaktion proportional zur Menge an gebundenem HGF gestartet. 

Die Reaktion wird durch eine Stop-Lösung beendet und kann daraufhin photometrisch gemessen 

werden.  
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Für den HGF-ELISA wurde das Human HGF Quantikine® ELISA Kit (R&D Systems, Wiesbaden) 

verwendet. Zu Beginn wurden die benötigten Lösungen nach Herstellerangaben vorbereitet. In die 

Antikörper-beschichteten Wells der Streifen wurden 100 μl Assay Diluent sowie 50 μl Standard, 

Kontrolle oder Probe gegeben, bevor sie versiegelt und für zwei Stunden auf einem Schüttler 

(Polymax 2040, Heidolph, Kehlheim) inkubiert wurden. Anschließend wurden die Wells viermal mit 

der Waschlösung gewaschen und nach Zugabe von 200 μl des Enzym-gekoppelten Antikörpers HGF-

Conjugate erneut versiegelt und für eine Stunde auf dem Schüttler inkubiert. Der überschüssige 

Antikörper wurde durch vier weitere Waschgänge entfernt und die Proben für mit 200 μl 

Streptavidin-HRP 1 inkubiert, bevor letzteres erneut abgewaschen wurde. Die Wells wurden 

anschließend lichtgeschützt mit 200 μl Substrate Solution für 30 Minuten inkubiert, bevor die 

Farbreaktion durch 50 μl Stop Solution pro Well beendet wurde. Anschließend konnten die Proben 

am Tecan-Reader (Tecan, Crailsheim) bei 450 nm und Wellenlängen-Korrektur von 540 nm gemessen 

werden.  

 

Bestandteile Beschreibung  
Human HGF Microplate 8-Well-Streifen beschichtet mit monoklonalem HGF-

Antikörper 

Human HGF Standard humanes pro-HGF 

Human HGF Conjugate polyklonaler HGF-Antikörper gekoppelt an Horseradish-

Peroxidase 

Streptavidin-HRP 1 Streptavidin-konjugierte Horseradish-Peroxidase 1 

Assay Diluent RD1W Puffer 

Calibrator Diluent RD5P Concentrate Puffer, Verwendung 1:5 verdünnt  

Wash Buffer Concentrate Waschlösung, Verwendung 1:25 verdünnt  

Color Reagent A 1:1 angesetzt zu Substrate Solution  

Color Reagent B 

Stop Solution zur Beendigung der Reaktion  

Plate Sealers  Klebestreifen zur Versiegelung der Streifen  

Bei 4 °C gelagert. 
 

Tabelle 30: Human HGF Quantikine® ELISA Kit (R&D Systems, Wiesbaden) 

 

Außerdem wurden mithilfe des Human IGF2 Quantikine® ELISA Kits (R&D Systems, Wiesbaden) die 

IGF2-Spiegel bestimmt. Die Durchführung ähnelte dabei dem HGF-ELISA mit einigen Abänderungen. 

Die Proben wurden vor Beginn mit je 50 μl Pretreatment G und H vorbehandelt und mit Calibrator 
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Diluent vorverdünnt. Anstelle des Assay Diluents wurden 50 μl Calibrator Diluent zu den Wells 

gegeben und für nur eine Stunde inkubiert. Das IGF2-Conjugate hingegen wurde für zwei Stunden 

inkubiert. Streptavidin und der dazugehörige Waschschritt wurden nicht benötigt.  

 

Bestandteile Beschreibung  
Human IGF2 Microplate 8-Well-Streifen beschichtet mit monoklonalem IGF2-

Antikörper 

Human IGF2 Standard humanes IGF2 

Human IGF2 Conjugate Concentrate konzentrierter polyklonaler IGF2-Antikörper gekoppelt 

an Horseradish-Peroxidase 

Conjugate Diluent 33 Puffer 

Calibrator Diluent RD5-42 Puffer  

Pretreatment G und H zur Vorbehandlung der Proben  

Wash Buffer Concentrate Waschlösung, Verwendung 1:25 verdünnt  

Color Reagent A 1:1 angesetzt zu Substrate Solution  

Color Reagent B 

Stop Solution zur Beendigung der Reaktion 

Plate Sealers  Klebestreifen zur Versiegelung der Streifen  

Bei 4 °C gelagert.  

 

Tabelle 31: Human IGF2 Quantikine® ELISA Kits (R&D Systems, Wiesbaden) 

2.7	Statistische	Analyse	
Alle hier beschriebenen Versuche wurden mindestens viermal wiederholt. Zur statistischen Analyse 

der Zählversuche wurde die Software GraphPad Prism (GraphPad Software, Boston, USA) verwendet. 

Nach der Ermittlung der Mittelwerte und Standardabweichungen wurden zur Testung auf statistische 

Signifikanz Varianzanalysen (ANOVA) mit anschließendem Bonferroni-Test durchgeführt. Der α-

Fehler wurde auf 0,05 festgesetzt. Die Signifikanzniveaus wurden in den Abbildungen durch die 

Symbole „*“, „§“, „#“ und „x“ dargestellt, wobei ein Symbol (*, §, # oder x) p < 0,05, zwei Symbole 

(**, §§, ## oder xx) p < 0,01 und drei Symbole (***, §§§, ### oder xxx) einem Signifikanzniveau von p 

< 0,001 entsprechen.  
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3	Ergebnisse	

3.1	Charakterisierung	der	naiven	Zellen	und	der	Bedeutung	von	

Wachstumsfaktoren	in	Vollmedium		
Zunächst wurden die beiden Zelllinien Kelly und SH-SY5Y unter optimalen Wachstumsbedingungen 

charakterisiert. Verschiedene Indikatoren für Überleben, Wachstum und Zelltod wurden untersucht 

und die Zelllinien hinsichtlich ihrer Expression und Freisetzung von Wachstumsfaktoren verglichen. 

Durch gezielte Supplementation bzw. Inhibition von Wachstumsfaktoren wurde deren Bedeutung für 

die Zelllinien in Vollmedium überprüft.  

3.1.1	Verhalten	der	naiven	Zellen	unter	optimalen	Wachstumsbedingungen		
Beide Zelllinien wurden mit 0,1 x106 Zellen auf 6-well-Platten ausgesät und unter optimalen 

Wachstumsbedingungen für 96 Stunden kultiviert, bevor ihre Zellzahl am CASY-Counter bestimmt 

wurde. Mittels DLB-Lyse und Western Blot wurden Proteinmenge und Aktivierung verschiedener 

Kinasen, Zellzyklusmarker und Transkriptionsfaktoren untersucht. Dabei diente die Phosphorylierung 

(p) als Nachweis der Aktivität, die normalisiert auf das nicht-phosphorylierte Protein bestimmt 

wurde. Kelly-Zellen zeigten hierbei im Vergleich zu SH-SY5Y-Zellen eine schnellere Proliferation (0,72 

x106 gegen 0,34 x106) bei geringerer Aktivierung der Kinasen ERK1/2 und Akt und geringerer 

Proteinmenge des Zellzyklusinhibitors p21. Für die Transkriptionsfaktoren c-Myc, N-Myc und pc-Myc 

sowie den Zellzyklusstimulator Cyclin D1 konnten höhere Proteinmengen in Kelly-Zellen festgestellt 

werden. GAPDH im Western Blot diente als Auftragskontrolle (Abb. 2). 

 
Abbildung 2: Wachstum naiver Zellen in Vollmedium, 96 h  

A: Zellzählung der Kelly- und SH-SY5Y-Zellen mittels CASY-Counter vor und nach 96-stündiger 
Inkubation in Vollmedium unter optimalen Wachstumsbedingungen. Aussaat von 0,1 x106 Zellen, 
nach 96 Stunden (h) 0,72 x 106 Kelly-Zellen und 0,34 x 106 SH-SY5Y-Zellen.  
B: Western Blot mit DLB-Lysaten nach 96-stündiger Inkubation von Kelly- und SH-SY5Y-Zellen in 
Vollmedium. Dargestellt sind die inaktiven und aktiven (p) Formen der Kinasen ERK1/2 und Akt, die 
Transkriptionsfaktoren Myc, N-Myc und pc-Myc sowie die Zellzyklusproteine p21 und Cyclin D1 (Cycl. 
D1). GAPDH wurde als Auftragskontrolle verwendet. 
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Mittels TaqMan-Assays und ELISA wurden die Expression und Freisetzung der Wachstumsfaktoren 

EGF, IGF1, IGF2 und HGF unter optimalen Wachstumsbedingungen untersucht. Eine Expression von 

EGF und IGF1 konnte weder in Kelly- noch in SH-SY5Y-Zellen nachgewiesen werden. IGF2 und HGF 

konnten in beiden Zelllinien detektiert werden, es ergaben sich jedoch Unterschiede zwischen den 

Zelllinien auf mRNA- und Proteinebene.  IGF2 wurde stärker durch Kelly-Zellen exprimiert und 

freigesetzt, HGF hingegen stärker durch SH-SY5Y-Zellen (Abb. 3). EGF wurde zwar von keiner der 

beiden Zelllinien exprimiert, jedoch kann der EGF-Rezeptor kooperativ in die Signalwege von HGF 

und IGF2 eingebunden sein (Byeon et al. 2019). Daher wurde EGF zusätzlich zu HGF und IGF2 in den 

weiteren Experimenten der vorliegenden Arbeit verwendet. 

 
 
Abbildung 3: Expression und Freisetzung von HGF und IGF2 im Vergleich 

A: relative Darstellung der Genexpression von HGF und IGF2 im TaqMan-Assay in Kelly- und SH-SY5Y-
Zellen. TBP wurde als endogene Kontrolle verwendet.  
B: Messung der Freisetzung von HGF und IGF2 im Überstand mittels ELISA in Kelly- und SH-SY5Y-
Zellen.  
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3.1.2	Gezielte	Supplementation	der	Wachstumsfaktoren		
Um die Funktion der Wachstumsfaktoren EGF, IGF2 und HGF unter optimalen 

Wachstumsbedingungen näher zu betrachten, wurden die naiven Zellen für 72 Stunden in 

Vollmedium mit Zugabe von jeweils 100 ng/ml HGF, IGF2 oder EGF inkubiert. Anhand der ATP-Spiegel 

wurden nach der CellTiter-Glo®-Methode Rückschlüsse auf die Anzahl lebender Zellen gezogen.  

Bei beiden Zelllinien zeigte sich eine Erhöhung der Menge an lebenden Zellen durch Supplementation 

von IGF2 oder EGF, nicht aber durch HGF (Abb. 4, A und B). Obwohl die HGF-Gabe bei Kelly-Zellen 

nicht zu einer Erhöhung der Zellzahl führte, konnte im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle eine 

verstärkte Phosphorylierung von ERK1/2 festgestellt werden. Die Akt-Aktivität war nach HGF-Gabe 

sogar leicht reduziert. Dieses Phosphorylierungsmuster ließ sich bereits be i einer Konzentration von 

HGF von 50 ng/ml nachweisen.  Eine Inkubation derKelly-Zellen mit EGF führte lediglich zu einer 

erhöhten Akt-Phosphorylierung, während die ERK1/2-Phosphorylierung stabil im Vergleich zur 

unbehandelten Kontrolle blieb. Bei IGF2-Gabe blieb sowohl die Phosphorylierung von ERK1/2 als 

auch von Akt auf Kontrollniveau (Abb. 4, A). Die Proteinmengen wurden nicht verändert. Anders als 

bei den Kelly-Zellen konnte bei den SH-SY5Y-Zellen nach der Applikation von 100 ng/ml HGF eine 

erhöhte Phosphorylierung von Akt beobachtet werden, nicht jedoch von ERK1/2. Die 

Supplementation von EGF oder IGF2 reduzierten die Akt-Aktivität, im Fall von EGF auch die ERK1/2-

Aktivität im Vergleich mit der unstimulierten Kontrolle (Abb. 4, B). Auch hier blieben die 

Proteinmengen während der Inkubation mit den Wachstumsfaktoren gleich. 
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Abbildung 4: ATP-Spiegel und Kinase-Aktivierung nach Behandlung der Zellen mit HGF, IGF2 und EGF 
in Vollmedium für 72 h 
      

ATP-Spiegel sowie Western Blot der Kinaseaktivität der Kelly-Zellen (A) und SH-SY5Y-Zellen (B) nach 
72-stündiger Inkubation in Vollmedium (VM) mit Zugabe von HGF, IGF2 oder EGF (jeweils 100 ng/ml). 
ATP-Spiegel in relativer Angabe zu unbehandelten Zellen in Vollmedium, Signifikanzniveau verglichen 
mit Vollmedium allein: *** p <0,001. Im Western Blot mit DLB-Lysaten wurde zusätzlich HGF 
50 ng/ml verwendet. Kontrolle = unbehandelte Zellen in Vollmedium.  
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3.1.3	Inhibitorexperimente	
Mittels Gabe selektiver Inhibitoren der einzelnen Wachstumsfaktorrezeptoren wurde untersucht, 

welche Funktionen die jeweiligen Wachtumsfaktoren für die Zelllinien erfüllten. Verwendet wurden 

Linsitinib und BMS-754807 zur Inhibition des IGFR, Tepotinib und Crizotinib zur Inhibition des c-Met 

sowie Erlotinib zur Inhibition des EGFR. Die naiven Zellen wurden in Vollmedium mit den Inhibitoren 

für 24, 48 und 72 Stunden inkubiert und die ATP-Spiegel mittels CellTiter-Glo®-Messung bestimmt.  

Die Inhibition des IGF2-Signalwegs zeigte bei beiden Zelllinien eine signifikante Reduktion der Menge 

an lebenden Zellen, vor allem bei Kelly-Zellen (Abb. 5).  

 
Abbildung 5: Inhibition des IGF2-Signalwegs mit Linsitinib und BMS-754807 

ATP-Spiegel der Kelly-Zellen (A) und SH-SY5Y-Zellen (B) nach 24-, 48- und 72-stündiger Inkubation mit 
dem IGFR-Inhibitor Linsitinib oder BMS-754807 in Konzentrationen von 1, 5 und 10 µM in 
Vollmedium. Angabe relativ zu unbehandelten Kontrollzellen (K), Signifikanzniveau verglichen mit K: 
*** p < 0,001, ** p < 0,01, * p < 0,05.  
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Auch die c-Met-Inhibition reduzierte die ATP-Spiegel besonders stark in Kelly-Zellen, durch Tepotinib 

jedoch erst unter Konzentrationen von 10 μM (Abb. 6, A). In SH-SY5Y-Zellen zeigte sich ein messbarer 

Effekt von 10 µM Tepotinib erst nach 48 Stunden (Abb. 6, B). Crizotinib führte in beiden Zelllinien zu 

einer zeit- und konzentrationsabhängigen Reduktion der ATP-Spiegel, die bereits nach 24 Stunden 

sichtbar war (Abb. 6, A und B). Letzteres ist vermutlich darauf zurückzuführen, dass Crizotinib außer 

c-Met auch die anaplastische Lymphomkinase (ALK) hemmt.  

 
Abbildung 6: Inhibition des HGF-Signalwegs mit Tepotinib und Crizotinib 

ATP-Spiegel der Kelly-Zellen (A) und SH-SY5Y-Zellen (B) nach 24-, 48- und 72-stündiger Inkubation mit 
dem c-Met-Inhibitor Tepotinib oder Crizotinib in Konzentrationen von 1, 5 und 10 µM in Vollmedium. 
Angabe relativ zu unbehandelten Kontrollzellen (K), Signifikanzniveau verglichen mit K: *** p < 0,001, 
** p < 0,01 * p < 0,05. 
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Der Effekt der EGF-Inhibition war weniger stark als bei IGF2 und HGF, eine signifikante Reduktion der 

Zellmenge konnte bei Kelly-Zellen erst bei 10 μM und bei SH-SY5Y-Zellen bei niedrigen 

Konzentrationen nur nach 72 Stunden festgestellt werden (Abb. 7). 

 
Abbildung 7: Inhibition des EGF-Signalwegs mit Erlotinib 

ATP-Spiegel der Kelly-Zellen (A) und SH-SY5Y-Zellen (B) nach 24-, 48- und 72-stündiger Inkubation mit 
dem EGFR-Inhibitor Erlotinib in Konzentrationen von 1, 5 und 10 µM in Vollmedium. Angabe relativ 
zu unbehandelten Kontrollzellen (K), Signifikanzniveau verglichen mit K: *** p < 0,001, ** p < 0,01 
* p < 0,05. 
 

Um die Wirkungsweise der Inhibitoren zu beurteilen, wurden die Zelllinien für 24 Stunden mit den 

Inhibitoren inkubiert und mittels Caspase 3/7-Assay, BrdU-Einbau und Kinase-Aktivität auf Zelltod 

und Zellproliferation untersucht. Hierbei zeigte sich, dass die reduzierte Zellzahl nach Inhibitor-Gabe 

eher durch eine beeinträchtigte Proliferation verursacht wurde. Eine signifikante Hemmung der 
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Da die Kinasen Akt und ERK1/2 nicht nur wichtig für Zellproliferation und Überleben sind, sondern 

auch als direkte Mediatoren in der Signaltransduktion von Wachstumsfaktoren fungieren, wurde die 

Aktivität der beiden Proteine nach Inhibitorgabe untersucht. Im Western Blot der DLB-Lysate nach 

24 Stunden zeigte sich bei Kelly-Zellen eine verminderte Phosphorylierung von ERK1/2 nach der 

Applikation aller Inhibitoren bis auf Tepotinib. Die Aktivität von Akt hingegen wurde nur nach 

Inkubation mit Erlotinib nicht reduziert (Abb. 8). In den Lysaten der SH-SY5Y-Zellen zeigte sich 

insgesamt ein ähnliches Phosphorylierungsmuster. Im Gegensatz zu den Kelly-Zellen konnte jedoch 

nach Tepotinib-Gabe weder eine reduzierte Phosphorylierung von ERK1/2 noch von Akt 

nachgewiesen werden. Auch Linsitinib bewirkte bei SH-SY5Y-Zellen eine geringere 

Aktivitätshemmung beider Kinasen (Abb. 8). 

Abbildung 8: Analyse von Zelltod und Zellproliferation über Aktivität von Caspase 3/7, BrdU-Einbau 

und Kinase-Aktivität, 24 h 

Caspase 3/7-Aktivität und BrdU-Einbau sowie Western Blot der Kinaseaktivierung von ERK1/2 und 
Akt in Kelly-Zellen (A) und SH-SY5Y-Zellen (B) nach 24-stündiger Inkubation mit den Inhibitoren. ATP-
Spiegel in relativer Angabe zu unbehandelten Kontrollzellen (K), Signifikanzniveau verglichen mit K: 
*** p < 0,001, ** p < 0,01, * p < 0,05. Western Blot im Vergleich zu unbehandelten Kontrollzellen 
(Kontrolle).   
Inhibitoren: Erlo10 = Erlotinib 10 μM, Linsi1 = Linsitinib 1 μM, BMS1 = BMS-754807 1 μM, Tepo5 = 
Tepotinib 5 μM, Crizo1 = Crizotinib 1 μM.  
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Zusätzlich zu Zellzahl und Signaltransduktion sollte untersucht werden, ob und wieweit die 

unterschiedlichen Inhibitoren die Freisetzung der Wachstumsfaktoren HGF und IGF2 beeinflussten. 

Mittels ELISA wurden die Substanz-induzierten Veränderungen von HGF und IGF2 im Zellüberstand 

nach 72-stündiger Inkubation überprüft.  

In Kelly-Zellen wurde insgesamt die Freisetzung von HGF und IGF2 reduziert. Nur nach der Gabe von 

Erlotinib blieb die Menge von HGF weitgehend stabil im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (Abb. 

9, A). In SH-SY5Y-Zellen hatten die Inhibitoren unterschiedliche Effekte. Erlotinib konnte die 

Freisetzung beider Wachstumsfaktoren reduzieren, während nach der Inkubation mit Linsitinib nur 

IGF2 leicht vermindert war (Abb. 9, B). Die beiden c-Met-Inhibitoren Crizotinib und Tepotinib 

erhöhten sogar die HGF-Menge im Überstand, während die Freisetzung von IGF2 durch Crizotinib 

leicht reduziert wurde und nach Tepotinib unverändert blieb (Abb. 9, B).  

 

Abbildung 9: Freisetzung von IGF2 und HGF nach Gabe der Inhibitoren im ELISA, 72 h 

Freigesetzte Proteinmengen von IGF2 und HGF im Überstand der Kelly-Zellen (A) und SH-SY5Y-Zellen 
(B) mittels ELISA nach 72-stündiger Inkubation mit den jeweiligen Inhibitoren, Darstellung relativ zu 
unbehandelten Kontrollzellen (K), Signifikanzniveau verglichen mit K: *** p < 0,001, ** p < 0,01, * p < 
0,05.  
Inhibitoren: Erlo10 = Erlotinib 10 μM, Linsi1 = Linsitinib 1 μM, Crizo1 = Crizotinib 1 μM, Tepo5 = 
Tepotinib 5 μM.  
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Des Weiteren wurden die Auswirkungen der Inhibitoren auf die Expression und Proteinmengen der 

Wachstumsfaktorrezeptoren von EGF, IGF und HGF nach 72-stündiger Inkubation untersucht.  

Kelly-Zellen stabilisierten die Rezeptormenge auf Proteinebene unter Inhibitorbehandlung, zum Teil 

durch Expressionsinduktion des IGFR durch Linsitinib und Crizotinib und des c-Met unter Linsitinib 

(Abb. 10, A).  

SH-SY5Y-Zellen induzierten unter Linsitinib und Erlotinib die Expression von c-Met, was im Western 

Blot zu einer leicht erhöhten Proteinmenge des c-Met unter diesen Substanzen im Vergleich zur 

unbehandelten Kontrolle führte. Crizotinib veränderte weder die Expression noch die Proteinmenge 

des c-Met. Expression und Proteinmenge des EGFR wurde in SH-SY5Y-Zellen durch alle drei 

Inhibitoren reduziert. Der IGFR zeigte hingegen eine stabile Expression unter Erlotinib, Linsitinib und 

Crizotinib sowie nach Gabe von Linsitinib sogar eine erhöhte Proteinmenge (Abb. 10, B). 

 

Abbildung 10: Expression (TaqMan-Assay) und Proteinmengen (Western Blot) der 

Wachstumsfaktorrezeptoren, 72 h 

Expression der Wachstumsfaktorrezeptoren EGFR, IGFR und c-Met der Kelly-Zellen (A) und SH-SY5Y-
Zellen (B) im TaqMan-Assay sowie deren Proteinmenge im Western Blot mit DLB-Lysaten nach 72-
stündiger Inkubation mit den Inhibitoren. Darstellung der Expression relativ zu unbehandelten 
Kontrollzellen (K), Signifikanzniveau verglichen mit K: *** p < 0,001, ** p < 0,01, * p < 0,05. Kontrolle 
im Western Blot = unbehandelte Zellen. Hsp90 wurde als Auftragskontrolle verwendet.  
Inhibitoren: Erlo10 = Erlotinib 10 μM, Linsi1 = Linsitinib 1 μM, Crizo1 = Crizotinib 1 μM.  
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Um zu untersuchen, ob sich die Zellen an die Inhibitorbehandlung adaptieren konnten, wurden diese 

auf 6-Well-Platten ausgesät und für zehn Tage mit den Inhibitoren inkubiert. Für die Auswertung 

wurden acht Aufnahmen fotografiert und mit ImageJ ausgezählt.  

Beide Zelllinien waren in der Lage, unter Inhibitorbehandlung persistierende Zellen zu bilden. Kelly-

Zellen zeigten unter Erlotinib, Linsitinib und Tepotinib persistierende Zellverbände, wenn auch mit 

signifikanter Reduktion der Zellzahl im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. Unter den Zelltod-

induzierenden Substanzen Crizotinib und BMS-754807 konnten die Kelly-Zellen allerdings nur noch 

vereinzelte Zellen aufrechterhalten (Abb. 11). 

 
Abbildung 11: Mikroskopische Analyse persistierender Kelly-Zellen, 10 d 

A: Fotografien der Kelly-Zellen nach zehntägiger Inkubation in Vollmedium (Kontrolle) mit den 
jeweiligen Inhibitoren.  
B: Zellzahl der Kelly-Zellen nach zehntägiger Inhibitorbehandlung mittels Auszählung von acht 
ImageJ-Aufnahmen, Darstellung relativ zu unbehandelten Kontrollzellen (K), Signifikanzniveau *** p 
< 0,001, ** p < 0,01 * p < 0,05.  
Inhibitoren: Erlo10 = Erlotinib 10 μM, Linsi1 = Linsitinib 1 μM, BMS1 = BMS-754807 1 μM, Tepo5 = 
Tepotinib 5 μM, Crizo1 = Crizotinib 1 μM.  
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Auch bei den SH-SY5Y-Zellen bewirkte die zehntägige Inkubation mit den Inhibitoren die Bildung 

persistierender Zellen mit signifikant reduzierter Zellzahl verglichen mit der unbehandelten Kontrolle. 

Im Gegensatz zu den Kelly-Zellen konnten die SH-SY5Y-Zellen jedoch unter Crizotinib und 

BMS-754807 sogar Zellverbände bilden (Abb. 12). 

 
Abbildung 12: Mikroskopische Analyse persistierender SH-SY5Y-Zellen, 10 d 

A: Fotografien der SH-SY5Y-Zellen nach zehntägiger Inkubation in Vollmedium (Kontrolle) mit den 
jeweiligen Inhibitoren.  
B: Zellzahl der SH-SY5Y-Zellen nach zehntägiger Inhibitorbehandlung mittels Auszählung von acht 
ImageJ-Aufnahmen, Darstellung relativ zu unbehandelten Kontrollzellen (K), Signifikanzniveau *** p 
< 0,001, ** p < 0,01 * p < 0,05.  
Inhibitoren: Erlo10 = Erlotinib 10 μM, Linsi1 = Linsitinib 1 μM, BMS1 = BMS-754807 1 μM, Tepo5 = 
Tepotinib 5 μM, Crizo1 = Crizotinib 1 μM.  
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3.2	Charakterisierung	der	naiven	Zellen	und	der	Bedeutung	von	

Wachstumsfaktoren	in	Medium	ohne	Serum		
Um eine möglicherweise spezifische Rolle der einzelnen Wachstumsfaktoren für beide Zelllinien 

besser beurteilen zu können, wurden im Folgenden Versuche in Medium ohne fetales Kälberserum 

und damit ohne die darin enthaltenen Wachstumsfaktoren durchgeführt. So konnten gezielt einzelne 

Wachstumsfaktoren oder Kombinationen supplementiert werden. 
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3.2.1	Verhalten	naiver	Zellen	unter	Serumentzug	
Als Vergleichsgrundlage für die Effekte der Wachstumsfaktoren wurde zunächst das zelluläre 

Verhalten in Medium ohne Serum ohne zusätzliche Supplementation von Wachstumsfaktoren 

charakterisiert.  

Der Serumentzug bewirkte bei Kelly-Zellen nach 72-stündiger Inkubation eine signifikante Reduktion 

des Wachstums, hier gezeigt am reduzierten ATP-Spiegel und BrdU-Einbau, ohne jedoch den Zelltod 

auszulösen (Abb. 13, A). Entsprechend war auch die Phosphorylierung von ERK1/2 und Akt reduziert. 

Die Proteinmenge blieb konstant (Abb. 13, A). Während die Expression und Freisetzung von HGF 

durch den Serumentzug signifikant reduziert wurden, konnten die Kelly-Zellen IGF2 auf im Vergleich 

zu Vollmedium stabilem Niveau halten. Die Proteinmengen der Rezeptoren für IGF2 und HGF blieben 

unter Serumentzug stabil, der EGFR wurde reduziert (Abb. 13, B).  

 
Abbildung 13: Kelly-Zellen nach Serum-Entzug, 72 h 

A: ATP-Spiegel, BrdU-Einbau und Zytotoxizität sowie Western Blot der Kinaseaktivität von ERK1/2 
und Akt der Kelly-Zellen nach 72-stündiger Inkubation in Medium mit und ohne Serum. Darstellung 
relativ zu Zellen in Vollmedium, Signifikanzniveau verglichen mit Vollmedium: §§§ p < 0,001. 
B: Expression (TaqMan-Assay) und Freisetzung (ELISA) von HGF und IGF2 sowie Western Blot der 
Wachstumsfaktorrezeptoren EGFR, IGFR und c-Met der Kelly-Zellen nach 72-stündiger Inkubation in 
Medium mit und ohne Serum. Hsp90 wurde als Auftragskontrolle verwendet.      
 

0

20

40

60

80

re
l. 

Ve
rä

nd
er

un
ge

n 
(%

)

100

ATP-Spiegel

mit Serum
ohne Serum

ZytotoxizitätBrdU-Einbau

120

0

0,2

0,4

0,6

0,8

re
l. 

Ve
rä

nd
er

un
ge

n 
(x

-fa
ch

)

1,0

1,2

1,4

HGF-
Expression

HGF-
ELISA

IGF2-
Expression

IGF2-
ELISA

mit Serum
ohne Serum, HGF
ohne Serum, IGF2

60 kD

60 kD

44 kD
42 kD

44 kD
42 kD

mit S
eru

m
oh

ne
 S

eru
m

pERK1/2

ERK1/2

pAkt

Akt

EGFR

IGFR

c-Met

Hsp90 90 kD

180 kD

145 kD

130 kD

mit S
eru

m
oh

ne
 S

eru
m

A

B

§
§
§

§
§
§

§
§
§

§
§
§



Ergebnisse 

53 
 

Auch die SH-SY5Y-Zellen reduzierten unter Serumentzug ihr Wachstum, ohne eine erhöhte 

Zytotoxizität aufzuweisen. Dabei war nur die Aktivität von ERK1/2 im Vergleich zu den Kontrollzellen 

reduziert, nicht jedoch die Phosphorylierung von Akt (Abb. 14, A). Im Gegensatz zu den Kelly-Zellen 

sank jedoch unter Serumentzug nicht nur die Expression und Freisetzung von HGF, sondern auch von 

IGF2 sowie die Proteinmenge des EGFR und IGFR (Abb. 14, B). SH-SY5Y-Zellen schienen daher für ihre 

eigene Produktion von Wachstumsfaktoren sowie für die Aufrechterhaltung der Rezeptormengen auf 

eine externe Zufuhr von Wachstumsfaktoren angewiesen zu sein.  

 
Abbildung 14: SH-SY5Y-Zellen nach Serum-Entzug, 72 h 

A: ATP-Spiegel, BrdU-Einbau und Zytotoxizität sowie Western Blot der Kinaseaktivität von ERK1/2 
und Akt der SH-SY5Y-Zellen nach 72-stündiger Inkubation in Medium mit und ohne Serum. 
Darstellung relativ zu Zellen in Vollmedium, Signifikanzniveau verglichen mit Vollmedium: §§§ p < 
0,001, §§ p < 0,01.  
B: Expression (TaqMan-Assay) und Freisetzung (ELISA) von HGF und IGF2 sowie Western Blot der 
Wachstumsfaktorrezeptoren EGFR, IGFR und c-Met der SH-SY5Y-Zellen nach 72-stündiger Inkubation 
in Medium mit und ohne Serum. Hsp90 wurde als Auftragskontrolle verwendet.      
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3.2.2	Gezielte	Supplementation	der	Wachstumsfaktoren	
Als nächstes sollte untersucht werden, welche Effekte der gezielte Zusatz einzelner oder 

kombinierter Wachstumsfaktoren bei den serumdeprivierten Zellen bewirkte. Dabei zeigte sich im 

Vergleich zu Zellen in Vollmedium, dass weder bei den Kelly-Zellen noch bei den SH-SY5Y-Zellen 

einzelne zugeführte Wachstumsfaktoren den Entzug von Serum kompensieren konnten (Abb. 15, A 

und B). Die kombinierte Supplementation von HGF und IGF2 führte in Kelly-Zellen fast zu einem ATP-

Spiegel wie in Vollmedium, während die anderen Zweifachkombinationen im Vergleich zu den 

Kontrollzellen signifikant geringere Zellzahlen aufwiesen (Abb. 15, A). In SH-SY5Y-Zellen konnte keine 

der verwendeten Zweifachkombinationen die Serumdepriviation ausgleichen (Abb. 15, B).  

 
Abbildung 15: Gezielte Supplementation von Wachstumsfaktoren, 72 h 

ATP-Spiegel der Kelly-Zellen (A) und SH-SY5Y-Zellen (B) nach 72-stündiger Inkubation in Medium 
ohne Serum (ø) mit einzelnem oder kombiniertem Zusatz der Wachstumsfaktoren HGF, IGF und EGF 
(100 ng/ml). Darstellung relativ zu den ATP-Spiegeln in Vollmedium (VM). Signifikanzniveau 
verglichen mit Vollmedium: §§§ p < 0,001, §§ p < 0,01, § p < 0,05, verglichen mit Medium ohne 
Serum: x p < 0,05.  
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Deshalb wurde untersucht, ob eine Dreifachkombination die Zellzahl im Vergleich zu den 

Kontrollzellen stabil halten konnte. Im Gegensatz zu SH-SY5Y-Zellen gelang die Kompensation bei 

Kelly-Zellen unter der gleichzeitigen Supplementation von HGF, IGF und EGF (Abb. 16, A). In SH-SY5Y-

Zellen wurde der ATP-Spiegel durch die Dreifachkombination zwar signifikant gegenüber der 

serumdeprivierten Kontrolle erhöht, erreichte jedoch nicht das Niveau der Zellen in Vollmedium 

(Abb. 16, B). 

Bei der Analyse des Phosphorylierungsmusters von ERK1/2 und Akt zeigte sich, dass in Kelly-Zellen 

die selektive Gabe von Wachstumsfaktoren die Akt-Aktivität im Vergleich zu serumbehandelten 

Zellen erhöhte (Abb. 16, A). In SH-SY5Y-Zellen war die Phosphorylierung von ERK1/2 und Akt sowohl 

nach einer Zweifachkombination von EGF und IGF2 als auch nach der Dreifachkombination von EGF, 

IGF2 und HGF im Vergleich zur Serumkontrollen reduziert. Durch gleichzeitige Gabe der drei 

Wachstumsfaktoren konnte jedoch fast das Kontrollniveau erreicht werden (Abb. 16, B). Die 

Proteinmengen der untersuchten Kinasen veränderten sich nicht.  

 
Abbildung 16: Gezielte Supplementation von Wachstumsfaktoren, 72 h 

ATP-Spiegel sowie Western Blot der Kinaseaktivität der Kelly-Zellen (A) und SH-SY5Y-Zellen (B) nach 
72-stündiger Inkubation in Medium ohne Serum ohne (ø) und mit kombiniertem Zusatz von HGF, IGF 
und EGF (je 100 ng/ml). ATP-Spiegel in relativer Angabe zu unbehandelten Zellen in Vollmedium 
(VM), Signifikanzniveau verglichen mit Vollmedium: §§§ p < 0,001, verglichen mit Medium ohne 
Serum: xx p < 0,01. Als Kontrolle im Western Blot dienten unbehandelte Zellen in Medium ohne 
Serum.  
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Zusätzlich wurden mögliche Veränderungen auf mRNA- und Proteinebene der beteiligten 

Wachstumsfaktorrezeptoren untersucht. In Kelly-Zellen wurden die Expression und Proteinmenge 

aller drei untersuchten Rezeptoren durch die Dreifachkombination stabilisiert. Bei Gabe der 

Zweifachkombination aus EGF und IGF2 wurde nur der IGFR leicht reduziert (Abb. 17, A).  SH-SY5Y-

Zellen zeigten nach Gabe der Wachstumsfaktoren eine höhere Expression, aber geringere 

Proteinmengen für EGFR und IGFR, während c-Met stabil blieb (Abb. 17, B). 

 
Abbildung 17: Regulation der Wachstumsfaktorrezeptoren nach gezielter Gabe von EGF, IGF2 und 

HGF, 72 h 

Genexpression im TaqMan-Assay sowie Western Blot der Wachstumsfaktorrezeptoren EGFR, IGFR 
und c-Met in Kelly-Zellen (A) und SH-SY5Y-Zellen (B) nach 72-stündiger Inkubation in Medium ohne 
Serum ohne (K, Kontrolle) sowie mit Zusatz der Wachstumsfaktoren EGF und IGF oder EGF, IGF und 
HGF (je 100 ng/ml). Expression in relativer Angabe zu unbehandeltem Kontrollzellen in Medium ohne 
Serum (K), Signifikanzniveau verglichen mit Medium ohne Serum:  *** p < 0,001, ** p < 0,01. Hsp90 
wurde im Western Blot als Auftragskontrolle verwendet.  
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die nachfolgenden Signalwege zu stabilisieren, wenn auch teilweise auf einem geringeren 
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3.2.3	Inhibitorexperimente	
Die Zellen wurden für 72 Stunden mit den verschiedenen Inhibitoren der 

Wachstumsfaktorrezeptoren inkubiert, um anhand der ATP-Spiegel Rückschlüsse auf die Zellmenge 

zu ziehen. Im Vergleich zu den Vollmedium-Kontrollen waren Kelly-Zellen durch den Serumentzug 

insgesamt empfindlicher für die Inhibitoren, was sich an den signifikant reduzierten Zellmengen 

zeigte. Nur bei Crizotinib (1 μM) ergab sich eine geringere Zellmenge der Vollmedium-behandelten, 

schneller proliferierenden Zellen (Abb. 18). 

 
Abbildung 18: Kelly-Zellen mit und ohne Serum und Inkubation mit verschiedenen Inhibitoren, 72 h 

ATP-Spiegel der Kelly-Zellen nach 72-stündiger Inkubation in Medium mit und ohne Serum ohne (K) 
sowie mit Zusatz der Wachstumsfaktorrezeptorinhibitoren Linsitinib (A), BMS-754807 (B), Erlotinib 
(C) und Crizotinib (D) in Konzentrationen von 1, 5 und 10 µM. Darstellung relativ zu ATP-Spiegeln in 
Vollmedium ohne Inhibitorzusatz, Signifikanzniveau verglichen mit Vollmedium ohne Inhibitorzusatz: 
§§§ p < 0,001, §§ p < 0,01, § p < 0,05.  
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Bei Kultivierung in Vollmedium waren Kelly-Zellen in der Lage, unter zehntägiger Inhibitorbehandlung 

persistierende Zellen zu bilden; unter Erlotinib, Linsitinib und Tepotinib sogar in Form von 

Zellverbänden (vgl. Abb. 11). Bei Serumdepriviation war ihnen dies kaum noch möglich. Unter allen 

Inhibitoren konnten kaum noch persistierende Kelly-Zellen aufrechterhalten werden (Abb. 19). Dies 

bestätigt die erhöhte Empfindlichkeit der Kelly-Zellen für die Inhibitoren unter Serumentzug.  

 
Abbildung 19: Mikroskopische Analyse persistierender Kelly-Zellen, 10 d 

A: Fotografien der Kelly-Zellen nach zehntägiger Inkubation in Medium ohne Serum ohne (Kontrolle) 
sowie mit Zusatz der jeweiligen Inhibitoren. 
B: Zellzahl der Kelly-Zellen nach zehntägiger Inhibitorbehandlung unter Serumentzug mittels 
Auszählung von acht ImageJ-Aufnahmen, Darstellung relativ zu unbehandelten Kontrollzellen in 
Medium ohne Serum(K), Signifikanzniveau verglichen mit K: *** p < 0,001.  
Inhibitoren: Erlo10 = Erlotinib 10 μM, Linsi1 = Linsitinib 1 μM, BMS1 = BMS-754807 1 μM, Tepo5 = 
Tepotinib 5 μM, Crizo1 = Crizotinib 1 μM.  
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Auch die SH-SY5Y-Zellen zeigten durch den Serumentzug eine erhöhte Empfindlichkeit für alle 

Inhibitoren mit signifikant erniedrigten Zellmengen im Vergleich zur serumbehandelten Kontrolle 

(Abb. 20). 

 
Abbildung 20: SH-SY5Y-Zellen mit und ohne Serum und Inkubation mit verschiedenen Inhibitoren, 

72 h 

ATP-Spiegel der SH-SY5Y-Zellen nach 72-stündiger Inkubation in Medium mit und ohne Serum ohne 
(K) sowie mit Zusatz der Wachstumsfaktorrezeptorinhibitoren Linsitinib (A), BMS-754807 (B), 
Erlotinib (C) und Crizotinib (D) in Konzentrationen von 1, 5 und 10 µM. Darstellung relativ zu ATP-
Spiegeln in Vollmedium ohne Inhibitorzusatz, Signifikanzniveau verglichen mit Vollmedium ohne 
Inhibitorzusatz: §§§ p < 0,001.  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

µM Linsitinib

ohne Serum
mit Serum

0

20

40

60

80

100

AT
P-

Sp
ie

ge
l (

%
)

K 1 5 10

120

µM BMS
0

20

40

60

80

100

AT
P

-S
pi

eg
el

 (%
)

K 1 5 10

120

§
§
§

µM Erlotinib
0

20

40

60

80

100

AT
P-

Sp
ie

ge
l (

%
)

K 1 5 10

120

§
§
§

§
§
§

§
§
§

§
§
§

§
§
§

§
§
§

§
§
§

§
§
§

§
§
§

§
§
§

§
§
§

A

C

B

µM Crizotinib
0

20

40

60

80

100

AT
P-

Sp
ie

ge
l (

%
)

K 1 5 10

120
D

§
§
§ §

§
§ §

§
§

§
§
§



Ergebnisse 

60 
 

Die Bildung persistierender SH-SY5Y-Zellen unter Erlotinib 10 μM und Linsitinib 1 μM blieb jedoch 

möglich, während eine Hemmung des IGFR mit höherer Affinität (BMS-754807, 1 µM) und des c-Met 

(Crizotinib, 1 µM und Tepotinib, 5 µM) die Zellzahl signifikant reduzierte (Abb. 21). 

 
Abbildung 21: Mikroskopische Analyse persistierender SH-SY5Y-Zellen, 10 d 

A: Fotografien der SH-SY5Y-Zellen nach zehntägiger Inkubation in Medium ohne Serum ohne 
(Kontrolle) sowie mit Zusatz der jeweiligen Inhibitoren. 
B: Zellzahl der SH-SY5Y-Zellen nach zehntägiger Inhibitorbehandlung unter Serumentzug mittels 
Auszählung von acht ImageJ-Aufnahmen, Darstellung relativ zu unbehandelten Kontrollzellen in 
Medium ohne Serum(K), Signifikanzniveau verglichen mit K: *** p < 0,001.  
Inhibitoren: Erlo10 = Erlotinib 10 μM, Linsi1 = Linsitinib 1 μM, BMS1 = BMS-754807 1 μM, Tepo5 = 
Tepotinib 5 μM, Crizo1 = Crizotinib 1 μM.  
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3.3	Charakterisierung	der	Retinsäure-behandelten	Zellen	und	der	

Bedeutung	von	Wachstumsfaktoren	in	Vollmedium		
Das Morphogen Retinsäure kann die Differenzierung von Neuroblastomzellen beeinflussen und 

wurde daher lange Zeit therapeutisch eingesetzt (Seeger et al. 1982, Thiele et al. 1985). Neuere 

Studien konnten jedoch ein wechselhaftes Ansprechen auf die Retinsäuregabe feststellen, ein 

Überlebensvorteil der Retinsäure-behandelten Patienten gegenüber anderen Behandlungsstrategien 

blieb aus (Peinemann et al. 2016, Duffy et al. 2017). Diese klinischen Beobachtungen ließen sich auch 

im Zellmodell nachvollziehen. Neuroblastomzellen können eine inhärente Retinsäureresistenz 

aufweisen oder diese nach initialem Ansprechen entwickeln (Reynolds et al. 2003; Duffy et al. 2017). 

Durch den Eingriff der Retinsäure in die Signaltransduktion von Differenzierung, Wachstum und 

Zelltod ist auch eine Interaktion mit den untersuchten Wachstumsfaktoren zu erwarten. Daher sollte 

im Folgenden der Einfluss der Retinsäure auf die untersuchten Neuroblastomzelllinien und 

insbesondere der Zusammenhang mit den untersuchten Wachstumsfaktoren charakterisiert werden. 

Sofern nicht anders angegeben, wurde all-trans-Retinsäure der Konzentration 5 μM verwendet. 

3.3.1	Verhalten	der	Retinsäure-behandelten	Zellen	
Als Grundlage für die folgenden Versuche wurde zunächst untersucht, inwiefern sich die Retinsäure-

behandelten Zellen von den naiven Zelllinien unterschieden. Dazu wurden die Zelllinien für 

96 Stunden mit Retinsäure inkubiert und anschließend ihre Zellzahl mittels CASY-Counter ermittelt. 

DLB-Lysate für den Western Blot wurden nach 72-stündiger Inkubation hergestellt.  
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Insgesamt bewirkte die Retinsäureinkubation bei Kelly-Zellen eine Reduktion der Zellzahl (Abb. 22, 

A). Im Western Blot der Kinasen, die als Mediatoren des Zellwachstums fungieren, zeigte sich eine 

reduzierte Phosphorylierung von ERK1/2, während die Akt-Aktivität der Kelly-Zellen normalisiert auf 

die Proteinmenge konstant blieb. Die Signale der unphosphorylierten Kinasen blieben während der 

Inkubation mit Retinsäure unverändert (Abb. 22, B). Die Proteinmengen der Transkriptionsfaktoren c-

Myc und N-Myc, die ebenfalls die Zellproliferation fördern (Bannasch et al. 1999), wurden in Kelly-

Zellen durch die Gabe von Retinsäure reduziert. Entsprechend zeigte c-Myc auch ein geringeres 

Signal für das phosphorylierte Protein im Vergleich zu unbehandelten Zellen (Abb. 22, B). Als 

Auftragskontrolle wurde GAPDH verwendet.  

Im Gegensatz dazu zeigten SH-SY5Y-Zellen unter Retinsäure eine erhöhte Zellzahl sowie eine 

verstärkte Phosphorylierung von Akt (Abb. 22, A und B). Interessanterweise wurde die Proteinmenge 

von N-Myc ebenfalls nach der Gabe von Retinsäure reduziert, während die Signale von aktiviertem 

und unphosphoryliertem c-Myc im Vergleich zur Kontrolle konstant blieben (Abb. 22, B). 

 
Abbildung 22: Effekte von Retinsäure (5 μM) auf beide Zelllinien, 96 h 

A: Zellzählung der Kelly- und SH-SY5Y-Zellen mittels CASY-Counter vor und nach 96-stündiger 
Inkubation in Vollmedium ohne und mit Retinsäure (RA, 5 µM).  
B: Western Blot mit DLB-Lysaten nach 96-stündiger Inkubation von Kelly- und SH-SY5Y-Zellen in 
Vollmedium ohne (K) sowie mit Retinsäurezusatz (5 und 10 µM). Dargestellt sind die inaktiven und 
aktiven (p) Formen der Kinasen ERK1/2 und Akt und die Transkriptionsfaktoren c-Myc, N-Myc und pc-
Myc. GAPDH wurde als Auftragskontrolle verwendet.  
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Um zu verstehen, wie die veränderten Zellzahlen nach der Inkubation mit Retinsäure zustande 

kamen, wurde die Zellproliferation anhand des BrdU-Einbaus sowie der Zelltod anhand von 

Zytotoxizität und Caspase-Aktivität in beiden Zelllinien untersucht.  

Es zeigte sich eine zelltypspezifische Regulation der Retinsäureeffekte. Die Kelly-Zellen reduzierten 

unter Retinsäure ihr Wachstum, während Zytotoxizität und Caspase-Aktivität sich nicht von den 

Kontrollzellen unterschieden (Abb. 23, A). Bei den SH-SY5Y-Zellen wurde die Proliferation durch die 

Retinsäuregabe nicht signifikant erhöht, es sank jedoch die Zytotoxizität, wodurch sich die erhöhte 

Zellmenge erklären ließ (Abb. 23, B). 

 
Abbildung 23: Analyse von Zellproliferation und Zelltod nach Retinsäuregabe, 72 h 

ATP-Spiegel, BrdU-Einbau, Zytotoxizität und Caspase-Aktivität der Kelly-Zellen (A) und SH-SY5Y-Zellen 
(B) nach 72-stündiger Inkubation mit Retinsäure (RA) in Vollmedium in relativer Darstellung zu 
Vollmedium allein (Kontrolle). Signifikanzniveau verglichen mit Vollmedium: *** p < 0,001, 
** p <0,01, * p < 0,05. 
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Die Behandlung mit Retinsäure führte auch zu veränderter Expression und Freisetzung der 

untersuchten Wachstumsfaktoren IGF2 und HGF. Kelly-Zellen stabilisierten unter 72-stündiger 

Inkubation mit Retinsäure die Expression und Freisetzung von IGF2, während diese bei HGF 

signifikant erniedrigt wurden (Abb. 24, A und B). Bei SH-SY5Y-Zellen reduzierte sich die Expression 

von IGF2 bei zunächst stabiler Proteinmenge. Die Expression und Freisetzung von HGF durch die SH-

SY5Y-Zellen wurde unter Retinsäure ebenfalls reduziert (Abb. 24, C und D). 

 
Abbildung 24: Einfluss von Retinsäure auf Expression und Proteinmengen von IGF2 und HGF, 72 h 

Expression (TaqMan-Assay) und Proteinmenge (ELISA) von IGF2 und HGF in Kelly-Zellen (A und B) und 
SH-SY5Y-Zellen (C und D) nach 72-stündiger Inkubation mit Retinsäure in Vollmedium, dargestellt als 
relative Veränderung zu Vollmedium allein (K). Signifikanzniveau verglichen mit Vollmedium allein: 
*** p < 0,001.  
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Die Untersuchung der Wachstumsfaktorrezeptoren nach 72-stündiger Inkubation mit Retinsäure 

zeigte, dass in beiden Zelllinien nur der EGFR in Expression und Proteinmenge signifikant durch 

Retinsäuregabe reduziert wurde. IGFR und c-Met hingegen blieben stabil (Abb. 25, A und B). 

 
Abbildung 25: Einfluss von Retinsäure auf die Expression der Wachstumsfaktorrezeptoren, 72 h 

Expression der Wachstumsfaktorrezeptoren der Kelly-Zellen (A) und SH-SY5Y-Zellen (B) im TaqMan-
Assay sowie deren Proteinmenge im Western Blot mit Membranproteinen nach 72-stündiger 
Inkubation in Vollmedium ohne (K, Kontrolle) und mit 5 µM Retinsäure (RA). Expression in relativer 
Darstellung zu unbehandelten Zellen in Vollmedium (K), Signifikanzniveau verglichen mit K: 
*** p < 0,001, ** p < 0,01. Hsp90 wurde im Western Blot als Auftragskontrolle verwendet.  
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3.3.2	Gezielte	Supplementation	der	Wachstumsfaktoren	
Des Weiteren wurde untersucht, ob sich die Effekte der Retinsäure durch Supplementation von 

Wachstumsfaktoren verändern ließen. Dafür wurden die naiven und die Retinsäure-behandelten 

Zellen für 72 Stunden mit den entsprechenden Wachstumsfaktoren inkubiert und ihre Zellmengen 

über die ATP-Spiegel gemessen.  

Bei Kelly-Zellen ließ sich die unter Retinsäure reduzierte Zellmenge durch Supplementation von IGF2 

oder EGF wieder bis fast auf Kontrollniveau anheben. Die Inkubation der retinsäurebehandelten 

Kelly-Zellen mit HGF bewirkte hingegen keine Steigerung der ATP-Spiegel im Vergleich zu 

ausschließlich retinsäurebehandelten Zellen (Abb. 26, A).  

Die bei SH-SY5Y-Zellen unter Retinsäure ohnehin erhöhte Zellzahl konnte durch Supplementation von 

IGF2 oder EGF noch verstärkt werden, HGF hingegen führte zu einer Abnahme der ATP-Spiegel unter 

das Niveau der alleinigen Retinsäuresupplementation (Abb. 26, B). 

 
Abbildung 26: Effekt von Retinsäure und Wachstumsfaktoren auf Zellen in Vollmedium, 72 h 

ATP-Spiegel der Kelly-Zellen (A) und SH-SY5Y-Zellen (B) nach 72-stündiger Inkubation in Vollmedium 
(VM) ohne und mit 5 µM Retinsäure (RA) ohne und mit Zusatz der Wachstumsfaktoren HGF, IGF und 
EGF (je 100 ng/ml). Darstellung relativ zu den ATP-Spiegeln unbehandelter Zellen in Vollmedium, 
Signifikanzniveau verglichen mit Vollmedium: *** p < 0,001, * p < 0,05, verglichen mit Vollmedium 
mit Retinsäurezusatz: ### p < 0,001. 
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3.3.3	Inhibitorexperimente	
Im Folgenden sollte untersucht werden, inwiefern die in Abschnitt 3.3.1 beschriebenen 

zelltypspezifischen Effekte der Retinsäure die Einflüsse der Wachstumsfaktorinhibitoren auf die 

Zelllinien veränderten. Es wurden unterschiedliche Inhibitorkonzentrationen mit und ohne 

Retinsäure für einen Zeitraum von 24 Stunden bis 72 Stunden getestet. 

Bei Kelly-Zellen wurde die Reduktion der Zellmenge durch die gleichzeitige Gabe von Linsitinib und 

Retinsäure verstärkt (Abb. 27, A). Bei SH-SY5Y-Zellen konnte der Retinsäureeffekt durch den Einsatz 

von Linsitinib vollständig blockiert werden (Abb. 27, B).   

 
Abbildung 27: Effekt von Retinsäure und Linsitinib 

ATP-Spiegel der Kelly-Zellen (A) und SH-SY5Y-Zellen (B) nach 24-, 48- und 72-stündiger Inkubation mit 
Linsitinib in Konzentrationen von 1, 5 und 10 µM in Vollmedium (K) und in Vollmedium mit 5 µM 
Retinsäure (RA). Angabe relativ zu unbehandelten Kontrollzellen in Vollmedium (K), Signifikanzniveau 
verglichen mit Vollmedium *** p < 0,001, ** p < 0,01, * p < 0,05, verglichen mit Vollmedium mit 
Retinsäurezusatz: ### p < 0,001, ## p < 0,01, # p < 0,05.  
 

 

 

 

 

24 h

72 h
48 h

0

20

40

60

80

100

120

AT
P

-S
pi

eg
el

 (%
)

K 1 5 10 RA 1 5 10
+ RA

µM Linsitinib

*

##

***** ***
##
#

##
#

##
#

##
#

##
#

##
#

0

20

40

60

80

100

140

AT
P-

Sp
ie

ge
l (

%
)

K 1 5 10 RA 1 5 10
+ RA

µM Linsitinib

**

**

***

***
120 **

##
#

A

B

Kelly

SH-SY5Y



Ergebnisse 

68 
 

Die Reduktion der Zellzahl durch alleinige Behandlung mit BMS-754807 in Kelly-Zellen war bereits so 

stark, dass die zusätzliche Retinsäure-Gabe keinen weiteren Effekt brachte (Abb. 28, A). Bei den SH-

SY5Y-Zellen konnte unter BMS-754807 ähnlich wie unter Linsitinib kein stabilisierender Effekt von 

Retinsäure beobachtet werden. Es zeigten sich ATP-Spiegel wie bei naiven Zellen (Abb. 28, B).  

 
Abbildung 28: Effekt von Retinsäure und BMS-754807 

ATP-Spiegel der Kelly-Zellen (A) und SH-SY5Y-Zellen (B) nach 24-, 48- und 72-stündiger Inkubation mit 
BMS-754807 in Konzentrationen von 1, 5 und 10 µM in Vollmedium (K) und in Vollmedium mit 5 µM 
Retinsäure (RA). Angabe relativ zu unbehandelten Kontrollzellen in Vollmedium (K), Signifikanzniveau 
verglichen mit Vollmedium *** p < 0,001, ** p < 0,01, * p < 0,05, verglichen mit Vollmedium mit 
Retinsäurezusatz: ### p < 0,001, ## p < 0,01, # p < 0,05.  
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Die Blockade von c-Met durch Tepotinib führte bei Kelly-Zellen bei gleichzeitiger Inkubation mit 

Retinsäure bereits in niedrigen Konzentrationen zu einer Reduktion der ATP-Spiegel, die sich nach 

48 Stunden als signifikant erwies (Abb. 29, A). Wie auch für schon für Linsitinib ließ sich somit für 

Tepotinib ein sensibilisierender Effekt der Retinsäure in Kelly-Zellen nachweisen.  

In geringerem Ausmaß wurden auch bei SH-SY5Y-Zellen unter Ko-Stimulation mit Tepotinib und 

Retinsäure signifikant geringere Zellzahlen ab einer 48-stündigen Behandlung mit mindestens 5 μM 

Tepotinib nachgewiesen (Abb. 29, B). 

 
Abbildung 29: Effekt von Retinsäure und Tepotinib 

ATP-Spiegel der Kelly-Zellen (A) und SH-SY5Y-Zellen (B) nach 24-, 48- und 72-stündiger Inkubation mit 
Tepotinib in Konzentrationen von 1, 5 und 10 µM in Vollmedium (K) und in Vollmedium mit 5 µM 
Retinsäure (RA). Angabe relativ zu unbehandelten Kontrollzellen in Vollmedium (K), Signifikanzniveau 
verglichen mit Vollmedium *** p < 0,001, ** p < 0,01, * p < 0,05, verglichen mit Vollmedium mit 
Retinsäurezusatz: ### p < 0,001.  
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Ähnlich wie nach Stimulation mit BMS-754807 reduzierte die Gabe von Crizotinib die ATP-Spiegel in 

naiven Kelly-Zellen bereits so stark, dass kein zusätzlicher Effekt von Retinsäure zu beobachten war 

(Abb. 30, A). Auch in SH-SY5Y-Zellen blieben die ATP-Spiegel mit und ohne Retinsäure zu den 

gemessenen Zeitpunkten und bei den verwendeten Inhibitorkonzentrationen auf einem 

vergleichbaren Niveau (Abb. 30, B).  

 
Abbildung 30: Effekt von Retinsäure und Crizotinib 

ATP-Spiegel der Kelly-Zellen (A) und SH-SY5Y-Zellen (B) nach 24-, 48- und 72-stündiger Inkubation mit 
Crizotinib in Konzentrationen von 1, 5 und 10 µM in Vollmedium (K) und in Vollmedium mit 5 µM 
Retinsäure (RA). Angabe relativ zu unbehandelten Kontrollzellen in Vollmedium (K), Signifikanzniveau 
verglichen mit Vollmedium *** p < 0,001, ** p < 0,01, verglichen mit Vollmedium mit 
Retinsäurezusatz: ### p < 0,001.  
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Wurden naive Kelly-Zellen mit Erlotinib behandelt, so konnten erst ab einer Konzentration von 10 µM 

die ATP-Spiegel signifikant gesenkt werden (Abb. 31, A, vgl. auch Abb. 7, A). Bei gleichzeitiger 

Inkubation mit Retinsäure gelang dies bereits nach 24 Stunden mit einer Konzentration von 1 µM 

Erlotinib. Wurden 5 µM Erlotinib eingesetzt bei gleichzeitiger Retinsäure-Gabe, waren die ATP-

Spiegel nicht nur gegenüber unbehandelten Kontrollen signifikant vermindert, sondern auch im 

Vergleich zu Zellen, die nur Retinsäure erhielten (Abb. 31, A). Demnach führte eine gleichzeitige 

Retinsäure-Gabe zu einer erhöhten Empfindlichkeit der Kelly-Zellen für Erlotinib. 

SH-SY5Y-Zellen zeigten bei gleichzeitiger Behandlung mit Retinsäure und Erlotinib bei einer 

Inhibitorkonzentration von 5 µM bereits nach 24 Stunden signifikant reduzierte ATP-Spiegel 

gegenüber unbehandelten Kontrollen, was für eine leicht erhöhte Empfindlichkeit durch den Einsatz 

von Retinsäure sprach (Abb. 31, B). 

 

Abbildung 31: Effekt von Retinsäure und Erlotinib 

ATP-Spiegel der Kelly-Zellen (A) und SH-SY5Y-Zellen (B) nach 24-, 48- und 72-stündiger Inkubation mit 
Erlotinib in Konzentrationen von 1, 5 und 10 µM in Vollmedium (K) und in Vollmedium mit 5 µM 
Retinsäure (RA). Angabe relativ zu unbehandelten Kontrollzellen in Vollmedium (K), Signifikanzniveau 
verglichen mit Vollmedium *** p < 0,001, ** p < 0,01, * p < 0,05, verglichen mit Vollmedium mit 
Retinsäurezusatz: ### p < 0,001, ## p < 0,01.  
 

Insgesamt lässt sich zusammenfassen, dass Retinsäure die Reduktion der viablen Zellen durch die 

untersuchten Wachstumsfaktorinhibitoren eher verstärkte. Dass Ko-Stimulation von SH-SY5Y-Zellen 

mit Retinsäure bei keinem der Inhibitoren einen stabilisierenden Effekt hatte, war angesichts der 

Wirkung von Retinsäure auf naive SH-SY5Y-Zellen überraschend.  
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Um zu untersuchen, worauf die Reduktion der Zellmenge unter Ko-Stimulation mit Retinsäure und 

Inhibitoren zurückzuführen war, wurden Proliferation und Zytotoxizität mittels BrdU-Einbau und 

Caspase-Aktivität bestimmt. Kelly-Zellen zeigten im BrdU-Einbau eine Abnahme der Proliferation 

durch alle Inhibitoren, die durch Zugabe von Retinsäure noch verstärkt wurde (Abb. 32, A; vgl. auch 

Abb. 8). Die Caspase-Aktivität bei Kelly-Zellen stieg ohne Retinsäure signifikant nur durch Linsitinib (p 

< 0,05), BMS-754807 und Crizotinib (jeweils p < 0,001) und veränderte sich durch zusätzliche 

Retinsäuregabe bei diesen Inhibitoren nicht. Bei Tepotinib-Behandlung der Kelly-Zellen konnte die 

Caspase-Aktivität durch zusätzliche Retinsäuregabe erhöht werden. Erlotinib alleine bewirkte bei 

Kelly-Zellen eine Erniedrigung der Caspase-Aktivität, die durch Ko-Stimulation mit Retinsäure kaum 

verändert wurde (Abb. 32, A). 

SH-SY5Y-Zellen zeigten ebenfalls eine Reduktion der Proliferation im BrdU-Assay durch alle 

Inhibitoren mit Ausnahme von Tepotinib. Die Gabe von Retinsäure hatte keinen stabilisierenden 

Effekt, sodass auch bei Ko-Stimulation mit Retinsäure und den Inhibitoren die Proliferation 

herabgesetzt bzw. im Fall von Tepotinib konstant blieb (Abb. 32, B). Die Caspase-Aktivität der 

Inhibitor-behandelten SH-SY5Y-Zellen konnte durch Retinsäuregabe verstärkt werden. Die einzige 

Ausnahme bildete die Inhibition mit Linsitinib, bei der die Caspase-Aktivität trotz Retinsäurezugabe 

stabil blieb (Abb. 32, B). 

Für beide Zelllinien konnte also eine Verstärkung der Zytotoxizität der Inhibitoren unter Retinsäure 

nachgewiesen werden (Abb. 32). Gerade für SH-SY5Y-Zellen waren diese Ergebnisse überraschend, 

da Retinsäure allein den basalen Zelltod reduzierte (vgl. Abb. 23). 
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Abbildung 32: Analyse von Zelltod und Proliferation durch Retinsäure und Inhibitoren, 48 h   

Zelltod mittels Caspase3/7-Assay und Zellproliferation mittels BrdU-Assay der Kelly-Zellen (A) und SH-
SY5Y-Zellen (B) nach 48-stündiger Inkubation in Vollmedium ohne und mit Retinsäurezusatz (RA, 
5 µM) mit den Inhibitoren Erlotinib 10 μM (Erlo10), Linsitinib 1 μM (Linsi1), BMS-754807 1 μM 
(BMS1), Tepotinib 5 μM (Tepo5) und Crizotinib 1 μM (Crizo1). Angabe relativ zu unbehandelten 
Kontrollzellen in Vollmedium (K), Signifikanzniveau verglichen mit Vollmedium *** p < 0,001, 
** p < 0,01, * p < 0,05, verglichen mit Vollmedium mit Retinsäurezusatz: ### p < 0,001, ## p < 0,01, 
# p < 0,05.  
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Im Western Blot der Kinasen nach 48-stündiger Inkubation mit Retinsäure und Inhibitoren zeigte sich 

insbesondere für das stark wirksame Crizotinib eine deutliche Reduktion der Akt-Phosphorylierung 

bei beiden Zelllinien (Abb. 33). Auch die Inkubation mit Linsitinib verminderte die Aktivität von Akt. 

Die Phosphorylierung von ERK1/2 wurde in ko-stimulierten SH-SY5Y-Zellen durch die Gabe von 

Erlotinib, Linsitinib und Crizotinib im Vergleich zu Retinsäure-Kontrollen deutlich reduziert, in Kelly-

Zellen jedoch nur durch Linsitinib (Abb. 33). 

 
Abbildung 33: Kinase-Aktivität nach Retinsäure und Inhibitoren, 48 h 

Western Blot mit DLB-Lysaten der Kinaseaktivität von ERK1/2 und Akt der Kelly-Zellen und SH-SY5Y-
Zellen nach 48-stündiger Inkubation in Vollmedium mit 5 µM Retinsäure (RA) und den Inhibitoren 
Erlotinib 10 µM (Erlo10), Linsitinib 1 μM (Linsi1), Crizotinib 1 µM (Crizo1) und Tepotinib 5 µM 
(Tepo5). Als Kontrolle dienten Zellen in Vollmedium mit 5 µM Retinsäure.  
 

Als nächstes sollte untersucht werden, ob durch die Gabe von Retinsäure auch die Freisetzung der 

Wachstumsfaktoren HGF und IGF2 beeinflusst werden konnte. Bei Kelly-Zellen reduzierten alle 

Inhibitoren die Freisetzung der untersuchten Wachstumsfaktoren (vgl. Abb. 9). Durch alleinige Gabe 

von Retinsäure sank die Freisetzung von HGF (vgl. Abb. 24). Dieser Effekt konnte durch Crizotinib und 

Tepotinib verstärkt werden (Abb. 34, A). Bei der Freisetzung von IGF2 hingegen wirkte Retinsäure bei 

Erlotinib und Linsitinib stabilisierend, sodass IGF2 auf dem Niveau der unbehandelten Kontrollzellen 

freigesetzt wurde. Nur bei Ko-Stimulation von Retinsäure und Crizotinib bzw. Tepotinib wurde 

weniger IGF2 im Überstand detektiert als in den Kontrollzellen oder den alleinig Retinsäure-

behandelten Zellen (Abb. 34, A). SH-SY5Y-Zellen konnten die IGF2-Freisetzung unter allen Inhibitoren 

und unter alleiniger Retinsäuregabe nahezu stabil halten. Eine gleichzeitige Gabe von Retinsäure und 

den Inhibitoren führte jedoch zu einer Reduktion des detektierten IGF2 im Überstand (Abb. 34, B). 

Die HGF-Freisetzung wurde ohne Retinsäure durch Erlotinib reduziert, durch Crizotinib sowie 

Tepotinib hingegen induziert (vgl. auch Abb. 9). Alleinige Retinsäuregabe bewirkte einen Abfall von 

HGF. Die abnehmende HGF-Freisetzung unter Erlotinib wurde durch Retinsäure verstärkt, während 

die ohne Retinsäure beschriebene Induktion der HGF-Freisetzung unter Crizotinib und Tepotinib 

unter Retinsäuregabe nicht aufrechterhalten werden konnte (Abb. 34, B). 
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Abbildung 34: Freisetzung von HGF und IGF2 nach Retinsäure und Inhibitoren, 72 h 

Freigesetzte Proteinmengen von HGF und IGF2 im Überstand der Kelly-Zellen (A) und SH-SY5Y-Zellen 
(B) mittels ELISA nach 72-stündiger Inkubation mit den jeweiligen Inhibitoren in Vollmedium ohne 
und mit Zusatz von 5 µM Retinsäure (RA), Darstellung relativ zu unbehandelten Kontrollzellen in 
Vollmedium (K), Signifikanzniveau verglichen mit Vollmedium *** p < 0,001, ** p < 0,01, * p < 0,05, 
verglichen mit Vollmedium mit Retinsäurezusatz: ### p < 0,001, # p < 0,05. Inhibitoren: Erlo10 = 
Erlotinib 10 μM, Linsi1 = Linsitinib 1 μM, Crizo1 = Crizotinib 1 μM, Tepo5 = Tepotinib 5 μM.  
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Die Retinsäuresupplementation hatte auch einen Einfluss auf die Wachstumsfaktorrezeptoren.  

Kelly-Zellen zeigten eine Stabilisierung der EGFR-Expression unter Inhibitorbehandlung, die durch 

Retinsäuregabe allein und vor allem in Ko-Stimulation mit Erlotinib oder Crizotinib signifikant 

reduziert wurde (Abb. 35, A). Die Proteinmenge blieb bei der Ko-Stimulation im Vergleich zu der 

Retinsäure-Kontrolle unverändert (Abb. 35, B). Die IGFR-Expression wurde durch Gabe von Linsitinib 

und Crizotinib induziert, bei Linsitinib ließ sich der Effekt durch zusätzliche Retinsäuregabe noch 

verstärken. C-Met zeigte ohne Retinsäure einen Expressionsabfall unter Erlotinib, eine Induktion 

unter Linsitinib und eine stabile Expression unter Crizotinib. Retinsäure allein senkte die c-Met-

Expression, verstärkte aber die Expressionsinduktion bei zusätzlicher Gabe zu Linsitinib oder 

Crizotinib (Abb. 35, A). Die Proteinmengen der Rezeptoren im Western Blot blieben unter der 

Inhibitorbehandlung stabil (Abb. 35, B, vgl. auch Abb. 10, A). 

 

Abbildung 35: Regulation der Wachstumsfaktorrezeptoren nach Gabe von Retinsäure und 

Inhibitoren in Kelly-Zellen, 72 h 

A: Expression der Wachstumsfaktorrezeptoren EGFR, IGFR und c-Met der Kelly-Zellen im TaqMan-
Assay nach 72-stündiger Inkubation mit den Inhibitoren in Vollmedium ohne und mit Zusatz von 
5 µM Retinsäure (RA), Darstellung relativ zur Expression in unbehandelten Kontrollzellen (K), 
Signifikanzniveau verglichen mit K: *** p < 0,001, ** p < 0,01, * p < 0,05, verglichen mit Vollmedium 
mit Retinsäurezusatz: ### p < 0,001, ## p < 0,01.  
B: Proteinmenge der Rezeptoren im Western Blot mit DLB-Lysaten nach 72-stündiger 
Inhibitorbehandlung in Vollmedium mit 5 µM Retinsäure. Als Kontrolle dienten Zellen in Vollmedium 
mit 5 µM Retinsäure, Hsp90 wurde als Auftragskontrolle verwendet.  
Inhibitoren: Erlo10 = Erlotinib 10 μM, Linsi1 = Linsitinib 1 μM, Crizo1 = Crizotinib 1 μM.  
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SH-SY5Y-Zellen zeigten einen signifikanten Abfall der EGFR-Expression durch die Inhibitoren (vgl. 

auch Abb. 10, B) und Retinsäure (Abb. 36, A). Bei Zugabe zu Erlotinib reduzierte Retinsäure die EGFR-

Expression zusätzlich, während bei Retinsäurezugabe zu Linsitinib oder Crizotinib die EGFR-

Expression im Vergleich zur alleinigen Inhibitorbehandlung weitgehend stabil blieb (Abb. 36, A). Die 

IGFR-Expression der SH-SY5Y-Zellen blieb unter Inhibitorgabe weitgehend unverändert. Unter 

alleiniger Retinsäuregabe blieb die IGFR-Expression ebenfalls stabil, bei Retinsäure zusätzlich zu den 

Inhibitoren fiel sie jedoch ab, vor allem unter Erlotinib (Abb. 36, A). C-Met wurde nach der Inkubation 

mit Erlotinib und Linsitinib induziert, unter Crizotinib blieb die Expression des Rezeptors stabil (Abb. 

36, A). Retinsäure alleine bewirkte eine c-Met-Expression auf Kontrollzellniveau und veränderte bei 

Ko-Stimulation das Expressionsniveau unter Erlotinib und Crizotinib nicht. Lediglich bei Ko-

Stimulation mit Linsitinib reduzierte Retinsäure die Expressionsinduktion des c-Met im Vergleich zur 

alleinigen Linsitinib-Gabe, sodass die Expression des c-Met reduziert wurde.  

Im Vergleich zwischen Retinsäure-Kontrollen und mit Inhibitoren kostimulierten Zellen zeigten sich 

im Western Blot reduzierte Signale für EGFR und IGFR nach Erlotinib und Linsitinib bei sonst 

unveränderten Banden (Abb. 36, B).  
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Abbildung 36: Regulation der Wachstumsfaktorrezeptoren nach Gabe von Retinsäure und 

Inhibitoren in SH-SY5Y-Zellen, 72 h  

A: Expression der Wachstumsfaktorrezeptoren EGFR, IGFR und c-Met der SH-SY5Y-Zellen im TaqMan-
Assay nach 72-stündiger Inkubation mit den Inhibitoren in Vollmedium ohne und mit Zusatz von 
5 µM Retinsäure (RA), Darstellung relativ zur Expression in unbehandelten Kontrollzellen (K), 
Signifikanzniveau verglichen mit K: *** p < 0,001, ** p < 0,01, * p < 0,05, verglichen mit RA: 
### p < 0,001.  
B: Proteinmenge der Rezeptoren im Western Blot mit DLB-Lysaten nach 72-stündiger 
Inhibitorbehandlung in Vollmedium mit 5 µM Retinsäure. Als Kontrolle dienten Zellen in Vollmedium 
mit 5 µM Retinsäure, Hsp90 wurde als Auftragskontrolle verwendet.  
Inhibitoren: Erlo10 = Erlotinib 10 μM, Linsi1 = Linsitinib 1 μM, Crizo1 = Crizotinib 1 μM.  
 

Um zu überprüfen, ob trotz Kombination aus Inhibitoren und Retinsäure persistierende Zellen 

gebildet werden konnten, wurden diese auf 6-Well-Platten ausgesät und für zehn Tage mit 

Inhibitoren und Retinsäure inkubiert.  
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Kelly-Zellen konnten unter alleiniger Retinsäuregabe persistierende Zellen auf im Vergleich zu den 

naiven Kontrollzellen leicht reduziertem Niveau bilden (Abb. 37, A und B). Dieses Niveau wurde durch 

Ko-Stimulation mit Erlotinib oder Linsitinib und Retinsäure nicht verändert. Damit war die 

persistierende Zellmenge für diese beiden Inhibitoren unter zusätzlicher Retinsäuregabe höher als 

ohne Retinsäurezusatz (Abb. 37, B). Wurden die Zellen jedoch gleichzeitig mit Tepotinib und 

Retinsäure inkubiert, waren nur noch vereinzelt Zellen nachweisbar und die Gesamtzahl daher 

signifikant geringer als bei unstimulierten Kontrollen oder Retinsäure-behandelten Zellen (Abb. 37, 

B). Die alleinige Inkubation mit den Zelltod-auslösenden Inhibitoren BMS-754807 und Crizotinib 

bewirkte bereits eine so starke Reduktion der Zellzahl, dass durch zusätzliche Retinsäuregabe keine 

weiteren Effekte erreicht wurden (Abb. 37, B). 

 

Abbildung 37: Mikroskopische Analyse persistierender Kelly-Zellen in Vollmedium mit 
Retinsäurezusatz, 10 d 
 
A: Fotografien der Kelly-Zellen nach zehntägiger Inkubation in Vollmedium mit 5 µM Retinsäure 
(Kontrolle) und den jeweiligen Inhibitoren. 
B: Zellzahl der Kelly-Zellen nach zehntägiger Inhibitorbehandlung in Vollmedium ohne und mit 5 µM 
Retinsäure (RA) mittels Auszählung von acht ImageJ-Aufnahmen, Darstellung relativ zu 
unbehandelten Kontrollzellen in Vollmedium ohne Retinsäure (K), Signifikanzniveau verglichen mit K 
*** p < 0,001, ** p < 0,01, verglichen mit RA: ### p < 0,001.  
Inhibitoren: Erlo10 = Erlotinib 10 μM, Linsi1 = Linsitinib 1 μM, BMS1 = BMS-754807 1 μM, Tepo5 = 
Tepotinib 5 μM, Crizo1 = Crizotinib 1 μM.  
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Bei SH-SY5Y-Zellen blieb die Zellzahl nach zehntägiger Inkubation mit Retinsäure im Vergleich zu den 

naiven Kontrollen weitgehend unverändert (Abb. 38, B). Wie bereits in der Messung der ATP-Spiegel 

über drei Tage angedeutet, führte dies jedoch nicht zu einer Stabilisierung der Zellen gegenüber der 

Inhibitorbehandlung (vgl. Abb. 27 bis 31). Entsprechend zeigte sich die Zellzahl unter Ko-Stimulation 

mit Retinsäure und Inhibitoren insgesamt deutlich reduziert auf dem Niveau der alleinigen 

Inhibitorbehandlung (Abb. 38, B).  

 

Abbildung 38: Mikroskopische Analyse persistierender SH-SY5Y-Zellen in Vollmedium mit 
Retinsäurezusatz, 10 d 
 

A: Fotografien der SH-SY5Y-Zellen nach zehntägiger Inkubation in Vollmedium mit 5 µM Retinsäure 
(Kontrolle) und den jeweiligen Inhibitoren. 
B: Zellzahl der SH-SY5Y-Zellen nach zehntägiger Inhibitorbehandlung in Vollmedium ohne und mit 
5 µM Retinsäure (RA) mittels Auszählung von acht ImageJ-Aufnahmen, Darstellung relativ zu 
unbehandelten Kontrollzellen in Vollmedium ohne Retinsäure (K), Signifikanzniveau verglichen mit K 
*** p < 0,001, verglichen mit RA: ### p < 0,001.  
Inhibitoren: Erlo10 = Erlotinib 10 μM, Linsi1 = Linsitinib 1 μM, BMS1 = BMS-754807 1 μM, Tepo5 = 
Tepotinib 5 μM, Crizo1 = Crizotinib 1 μM.  
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3.4	Charakterisierung	von	Retinsäure-behandelten	Zellen	und	der	

Bedeutung	von	Wachstumsfaktoren	in	Medium	ohne	Serum		
Im Folgenden sollte untersucht werden, welche Bedeutung die einzelnen Wachstumsfaktoren in 

Retinsäure-behandelten Zellen einnehmen. Daher wurden Kelly- und SH-SY5Y-Zellen in Medium ohne 

fetales Kälberserum, dafür aber mit einzelnen oder kombinierten Wachstumsfaktoren kultiviert und 

Retinsäure zugesetzt. 

3.4.1	Verhalten	der	Retinsäure-behandelten	Zellen	unter	Serumentzug	
Zunächst wurden die Zelllinien in unterschiedlichen Medien ohne und mit Retinsäure für 72 Stunden 

inkubiert und ihre Zellmenge anhand der ATP-Spiegel sowie ihre Phosphorylierungsmuster der 

Kinasen ERK1/2 und Akt verglichen. Um besser nachvollziehen zu können, wodurch sich die ATP-

Spiegel unter den verschiedenen Bedingungen veränderten, wurden außerdem separat Proliferation 

und Zelltod untersucht.  

Bei den Kelly-Zellen ließ sich die Zellzahl durch Retinsäure im Vergleich zur jeweiligen Kontrolle mit 

Vollmedium, 0,5-prozentigem Serum oder ohne Serum weiter senken. Die Ursache dafür bildete 

weiterhin keine Zytotoxizität, sondern reduziertes Wachstum, was sich am verringerten BrdU-Einbau 

ablesen ließ (Abb. 39, A und C). Die Phosphorylierung von ERK1/2 war in 0,5-prozentigem Medium im 

Vergleich zur Vollmedium-Kontrolle stabil, bei komplettem Serumentzug jedoch reduziert (Abb. 39, 

B). Die Gabe von Retinsäure verminderte die ERK1/2-Aktivität nur, solange die Zellen Serum zur 

Verfügung hatten. Die basale Phosphorylierung von Akt wurde durch den Serumgehalt des Mediums 

nicht beeinflusst. Wie auch in Vollmedium konnte durch Retinsäuregabe in Medium mit reduziertem 

Serumgehalt keine Akt-Aktivierung nachgewiesen werden (Abb. 39, B).  
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Abbildung 39: Kelly-Zellen in verschiedenen Medien mit und ohne Retinsäure, 72 h 

A: ATP-Spiegel der Kelly-Zellen nach 72-stündiger Inkubation in Vollmedium (VM), Medium mit 0,5 % 
Serum (0,5 %) und Medium ohne Serum (ø) ohne und mit Zusatz von 5 µM Retinsäure (RA), 
Darstellung relativ zu unbehandelten Zellen in Vollmedium. Signifikanzniveau verglichen mit VM: 
*** p < 0,001 und §§§ p < 0,001, verglichen mit RA: ### p < 0,001, verglichen mit Ø: x p < 0,05.  
B: Western Blot mit DLB-Lysaten der Kinaseaktivität von ERK1/2 und Akt der Kelly-Zellen nach 72-
stündiger Inkubation in Vollmedium (VM), Medium mit 0,5 % Serum (0,5 %) und Medium ohne 
Serum (ø) ohne (K) und mit Zusatz von 5 µM Retinsäure (RA).  
C: Proliferation im BrdU-Assay und Zytotoxizität der Kelly-Zellen nach 72-stündiger Inkubation in 
Vollmedium (K) und Medium ohne Serum (ø) ohne und mit Zusatz von 5 µM Retinsäure (RA). 
Darstellung relativ zu unbehandelten Zellen in Vollmedium (K). Signifikanzniveau verglichen mit K 
*** p < 0,001 und §§§ p < 0,001.  
 
Da die deutlichsten Veränderungen auftraten, wenn die Zellen komplett ohne Serum kultiviert und 

stimuliert wurden, wurden im Folgenden ausschließlich Zellen in Vollmedium oder Zellen ohne 

Serum miteinander verglichen. 
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Dass Expression und Freisetzung von IGF2 in Kelly-Zellen durch einen Serumentzug nicht beeinflusst 

wurden, wurde bereits beschrieben (vgl. Abb. 13, B). Auch unter Zugabe von Retinsäure änderten 

sich bei Kelly-Zellen weder Expression noch Freisetzung von IGF2 im Vergleich zu den Kontrollzellen 

(Abb. 40, A). Die unter Retinsäure in Vollmedium bereits signifikant reduzierte Expression und 

Freisetzung von HGF wurde durch Serumentzug und Retinsäuregabe signifikant weiter reduziert 

(Abb. 40, B). 

 
Abbildung 40: Expression und Freisetzung von IGF2 und HGF in Kelly-Zellen mit und ohne Retinsäure 
und Serum, TaqMan-Assays und ELISA, 72 h 
 

Expression (TaqMan-Assay) und Proteinmenge (ELISA) von IGF2 (A) und HGF (B) in Kelly-Zellen nach 
72-stündiger Inkubation in Vollmedium (K) und Medium ohne Serum (ø ) ohne und mit Zusatz von 
5 µM Retinsäure (RA), dargestellt als relative Veränderung zu Vollmedium allein (K). Signifikanzniveau 
verglichen mit K: *** p < 0,001 und §§§ p < 0,001, verglichen mit Retinsäure: ### p < 0,001. 
 

Bei SH-SY5Y-Zellen bewirkte der Serumentzug (0,5-prozentiges Medium und vollständiger 

Serumentzug) eine signifikante Reduktion der Menge an lebenden Zellen, die sich durch 

Retinsäuregabe nicht veränderte (Abb. 41, A). Im Vergleich zu den Kontrollen in Vollmedium ergab 

sich eine geringere basale Aktivität von ERK1/2 in Zellen, die in 0,5-prozentigem Medium oder ganz 

ohne Serum kultiviert wurden. Die Inkubation mit Retinsäure verstärkte die Phosphorylierung, 

während die Proteinmenge von ERK1/2 konstant blieb (Abb. 41, B). Im Gegensatz dazu wurde die 

basale Aktivität von Akt nach Serumreduktion bzw. -deprivation eher erhöht und durch die Gabe von 

Retinsäure zusätzlich gesteigert (Abb. 41, B). Da sich die Reaktionen der Zellen in 0,5-prozentigem 
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Medium und Medium ohne Serum nicht wesentlich unterschieden, wurden auch hier in den 

folgenden Experimenten lediglich Zellen in Vollmedium mit Zellen ohne Serum verglichen. 

Ursächlich für die geringere Zellzahl nach Serumentzug war eine Reduktion der Proliferation bei 

stabiler Zytotoxizität. Die Zytotoxizität ließ sich durch eine zusätzliche Retinsäuregabe signifikant 

reduzieren, aber auch die Proliferation wurde darunter reduziert, sodass die Zellmenge der 

serumdeprivierten retinsäurebehandelten Zellen im Vergleich zu alleinig serumdeprivierten Zellen 

konstant blieb (Abb. 41, A und C).  

 
Abbildung 41: SH-SY5Y-Zellen in unterschiedlichen Medien mit und ohne Retinsäure, 72 h 

A: ATP-Spiegel der SH-SY5Y-Zellen nach 72-stündiger Inkubation in Vollmedium (VM), Medium mit 
0,5 % Serum (0,5 %) und Medium ohne Serum (ø) ohne und mit Zusatz von 5 µM Retinsäure (RA), 
Darstellung relativ zu unbehandelten Zellen in Vollmedium. Signifikanzniveau verglichen mit VM: 
*** p < 0,001 und §§§ p < 0,001, verglichen mit RA: ### p < 0,001.  
B: Western Blot mit DLB-Lysaten der Kinaseaktivität von ERK1/2 und Akt der SH-SY5Y-Zellen nach 72-
stündiger Inkubation in Vollmedium (VM), Medium mit 0,5 % Serum (0,5 %) und Medium ohne 
Serum (ø) ohne (K) und mit Zusatz von 5 µM Retinsäure (RA).  Signifikanzniveau verglichen mit K: * p 
> 0,05, ** p < 0,005 und *** p < 0,001.  
C: Proliferation im BrdU-Assay und Zytotoxizität der SH-SY5Y-Zellen nach 72-stündiger Inkubation in 
Vollmedium (K) und Medium ohne Serum (ø) ohne und mit Zusatz von 5 µM Retinsäure (RA). 
Darstellung relativ zu unbehandelten Zellen in Vollmedium (K). Signifikanzniveau verglichen mit K 
*** p < 0,001 und §§§ p < 0,001.  
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Wie bereits beschrieben, wurden unter Serumentzug die Expression und Freisetzung von IGF2 durch 

die SH-SY5Y-Zellen signifikant reduziert (vgl. Abb. 23, B). Eine zusätzliche Retinsäuregabe bewirkte 

unter Vollmedium und unter Serumentzug eine Reduktion der IGF2-Expression bei stabiler 

Proteinmenge, die sich ohne Serum auf sehr niedrigem Niveau befand (Abb. 42, A). Auch die 

exprimierte und freigesetzte HGF-Menge wurde in SH-SY5Y-Zellen sowohl durch Serumentzug als 

auch durch Inkubation Vollmedium-behandelter Zellen mit Retinsäure reduziert (vgl. Abb. 13, B und 

24, D). Wurden serumdeprivierte SH-SY5Y-Zellen zusätzlich mit Retinsäure behandelt, konnte die 

HGF-Freisetzung weiter gesenkt werden, während die Expression im Vergleich zur serumdeprivierten 

Kontrolle konstant blieb (Abb. 42, B).  

 
Abbildung 42: Expression und Freisetzung von IGF2 und HGF in SH-SY5Y-Zellen mit und ohne 
Retinsäure und Serum, ELISA, 72 h 
 

Expression (TaqMan-Assay) und Proteinmenge (ELISA) von IGF2 (A) und HGF (B) in SH-SY5Y-Zellen 
nach 72-stündiger Inkubation in Vollmedium (K) und Medium ohne Serum (ø) ohne und mit Zusatz 
von 5 µM Retinsäure (RA), dargestellt als relative Veränderung zu Vollmedium allein (K). 
Signifikanzniveau verglichen mit K: *** p < 0,001 und §§§ p < 0,001, verglichen mit Retinsäure: 
### p < 0,001, verglichen mit Ø: x p < 0,05. 
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Bei beiden Zelllinien (Ausnahme Kelly EGFR) ließ sich unter Serumentzug mit Retinsäuregabe eine 

erhöhte Expression aller untersuchten Wachstumsfaktorrezeptoren zeigen. Im Vergleich zwischen 

Kontrollzellen ohne Serum und retinsäurebehandelten Zellen ohne Serum zeigte sich für alle 

Rezeptoren eine stabile Proteinmenge im Western Blot (Abb. 43, A und B).  

 
Abbildung 43: Regulation von Wachstumsfaktorrezeptoren nach RA und Serumentzug, 72 h   
 
Expression der Wachstumsfaktorrezeptoren der Kelly-Zellen (A) und SH-SY5Y-Zellen (B) im TaqMan-
Assay sowie deren Proteinmenge im Western Blot mit DLB-Lysaten nach 72-stündiger Inkubation in 
Medium ohne Serum ohne (K, Kontrolle) und mit 5 µM Retinsäure (RA). Expression in relativer 
Darstellung zu unbehandelten Zellen in Medium ohne Serum (K), Signifikanzniveau verglichen mit K: 
*** p < 0,001, ** p < 0,01. Hsp90 wurde im Western Blot als Auftragskontrolle verwendet.  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

0

0,2
0,4
0,6
0,8

re
l. 

Ve
rä

nd
er

un
ge

n 
(x

-fa
ch

)

1,0
1,2

4,5

0
0,5

1,5
2,0

3,0

re
l. 

Ve
rä

nd
er

un
ge

n 
(x

-fa
ch

) 4,0

K µMRA

µM

**
*

EGFR

c-Met
IGFR

K RA

1,4
1,6

1,0

2,5

3,5

**

**

**
*

**
*

Ko
ntr
oll
e

RA

EGFR

IGFR

c-Met

Hsp90 90 kD

180 kD

145 kD

130 kD

Ko
ntr
oll
e

RA
EGFR

IGFR

c-Met

Hsp90 90 kD

180 kD

145 kD

130 kD

A

B

Kelly

SH-SY5Y

**



Ergebnisse 

87 
 

3.4.2	Gezielte	Supplementation	der	Wachstumsfaktoren	
Schon in den vorherigen Versuchen wurde nachgewiesen, dass sich die signifikante Reduktion der 

lebenden Zellen durch Serumentzug in beiden Zelllinien nicht durch Supplementation einzelner 

Wachstumsfaktoren kompensieren ließ (vgl. Abb. 15 und 16). Es wurde außerdem bereits gezeigt, 

dass eine Retinsäuregabe unter Serumdepriviation eine weitere Reduktion der Menge lebender 

Kelly-Zellen bewirkte, während die Menge viabler SH-SY5Y-Zellen dadurch nicht verändert wurde 

(vgl. Abb. 39, A und 41, A). Daher sollte nun untersucht werden, inwiefern sich retinsäurebehandelte 

Zellen unter Serumentzug durch Supplementation von Wachstumsfaktoren beeinflussen ließen.  

Wurden Kelly-Zellen unter Serumentzug und Retinsäuregabe einzelne Wachstumsfaktoren zugesetzt, 

sank der ATP-Spiegel durch HGF und EGF weiter ab, während die Zellzahl durch IGF2 leicht erhöht 

werden konnte (Abb. 44, A). Bei SH-SY5Y-Zellen bewirkte die Inkubation mit einzelnen 

Wachstumsfaktoren keine Veränderung der Menge viabler Zellen (Abb. 44, B). 

 
Abbildung 44: Anzahl lebender Zellen nach Serumentzug, gezielte Gabe von Wachstumsfaktoren und 
Retinsäure, 72 h 
 

ATP-Spiegel der Kelly-Zellen (A) und SH-SY5Y-Zellen (B) nach 72-stündiger Inkubation in Vollmedium 
(VM) und Medium ohne Serum (ø) ohne und mit 5 µM Retinsäure (RA) und mit Zusatz der 
Wachstumsfaktoren HGF, IGF und EGF (je 100 ng/ml). Darstellung relativ zu den ATP-Spiegeln in 
Vollmedium, Signifikanzniveau verglichen mit Serum: §§§ p < 0,001, §§ p < 0,01, § p < 0,05, 
verglichen mit Ø: xx p < 0,01, x p < 0,05. 
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Durch kombinierte Supplementation mit IGF2 und HGF bei alleinigem Serumentzug ließ sich bei Kelly-

Zellen eine Annäherung an das Kontrollniveau herstellen (vgl. Abb. 15, A; Abb. 45, A). Wenn jedoch 

Retinsäure hinzugegeben wurde, blieb dieser Effekt aus. Eine gleichzeitige Gabe von Retinsäure mit 

HGF und EGF bzw. IGF2 und EGF bewirkte hingegen keine Steigerung der ATP-Spiegel über das 

Niveau serumdeprivierter, retinsäurebehandelter Zellen hinaus und blieb somit unter dem Niveau 

der alleinig serumdeprivierten Zellen (Abb. 45, A). Bei SH-SY5Y-Zellen konnte keine 

Zweifachkombination von Wachstumsfaktoren nach Serumentzug das Kontrollniveau 

wiederherstellen. Diese Situation wurde durch Retinsäuregabe nicht verändert (vgl. Abb. 15, B; Abb. 

45, B).   

 
Abbildung 45: Anzahl lebender Zellen nach Serumentzug, gezielte Gabe von 
Wachstumsfaktorkombinationen und Retinsäure, 72 h 
 

ATP-Spiegel der Kelly-Zellen (A) und SH-SY5Y-Zellen (B) nach 72-stündiger Inkubation Vollmedium 
(VM) und in Medium ohne Serum (ø) ohne und mit 5 µM Retinsäure (RA) und mit kombiniertem 
Zusatz der Wachstumsfaktoren HGF, IGF und EGF (je 100 ng/ml). Darstellung relativ zu den ATP-
Spiegeln in Vollmedium (VM), Signifikanzniveau verglichen mit Vollmedium: §§§ p < 0,001, 
§§ p < 0,01, § p < 0,05, verglichen mit Ø: x p < 0,05. 
 

Während der alleinige Serumentzug bei Kelly-Zellen durch die Dreifach-Supplementation von HGF, 

IGF und EGF kompensiert werden konnte (vgl. Abb. 16, A; Abb. 46, A), war dies bei zusätzlicher Gabe 

von Retinsäure zur Dreifachkombination nicht mehr möglich; die ATP-Spiegel konnten im Vergleich 

zum Serumentzug mit Retinsäure nicht mehr erhöht werden (Abb. 46, A). Dabei war die 
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Phosphorylierung von ERK1/2 der serumdeprivierten Zellen, die mit Retinsäure und der 

Dreifachkombination behandelt wurden, sogar geringer als bei der Retinsäure-Kontrolle (Abb. 46, A). 

Die Aktivität von Akt sank nach Normalisierung mit der Akt-Proteinmenge nicht unter das 

Kontrollniveau.  Die reduzierte SH-SY5Y-Menge unter alleinigem Serumentzug konnte durch die 

Dreifachkombination nicht kompensiert werden (vgl. Abb. 16, B; Abb. 46, B). Bei zusätzlicher 

Retinsäuregabe war der Effekt der Kombination noch geringer, sodass nur ein leichter Anstieg 

gegenüber den serumdeprivierten, retinsäurebehandelten Zellen durch die Dreifachkombination 

nachgewiesen werden konnte (Abb. 46, B). Die Aktivierung von ERK1/2 und Akt blieb nach 

Supplementation mit Wachstumsfaktoren und Retinsäure im Vergleich zur alleinigen Gabe von 

Retinsäure konstant (Abb. 46, B). 

 

Abbildung 46: Anzahl lebender Zellen nach Serumentzug, gezielte Gabe von 
Wachstumsfaktorkombinationen und Retinsäure, 72 h 
 
ATP-Spiegel der Kelly-Zellen (A) und SH-SY5Y-Zellen (B) nach 72-stündiger Inkubation in Vollmedium 
(VM) und in Medium ohne Serum (ø) ohne und mit 5 µM Retinsäure (RA) und mit kombiniertem 
Zusatz der Wachstumsfaktoren HGF, IGF und EGF (100 ng/ml). Darstellung relativ zu den ATP-
Spiegeln in Vollmedium (VM), Signifikanzniveau verglichen mit Vollmedium: §§§ p < 0,001, 
§§ p < 0,01, § p < 0,05, verglichen mit Ø: xx p < 0,01, x p < 0,05. Daneben die zugehörigen Western 
Blot mit DLB-Lysaten der Kinaseaktivität von ERK1/2 und Akt in Kelly-Zellen (A) und SH-SY5Y-Zellen 
(B) nach 72-stündiger Inkubation in Medium ohne Serum mit 5 µM Retinsäure ohne (Kontrolle) und 
mit Zusatz von EGF und IGF oder EGF, IGF und HGF (je 100 ng/ml). 
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Wurden Kelly-Zellen, die ohne Serum kultiviert wurden, nicht nur Retinsäure zugesetzt, sondern auch 

noch Kombinationen aus Wachstumsfaktoren, so wurde die Expression von EGFR im Vergleich zu den 

Kontrollzellen ohne Serum reduziert (Abb. 47, A). Die Proteinmenge des EGFR blieb bezogen auf 

Zellen, die nur Retinsäure bekamen, konstant. Expression und Proteinmenge des IGFR wurden durch 

die Behandlung mit Wachstumsfaktoren nicht beeinflusst, während für c-Met auf mRNA- und 

Proteinebene eine Zunahme sichtbar wurde (Abb. 47, A). Bei SH-SY5Y-Zellen zeigte sich bei 

Serumentzug und Supplementation von Wachstumsfaktoren sowie Serumentzug und Retinsäuregabe 

eine signifikante Expressionsinduktion aller drei Rezeptoren (Abb. 47, B). Die Kombination von 

Serumentzug, Retinsäuregabe und Wachstumsfaktoren bewirkte eine Expressionsinduktion von EGFR 

im Vergleich zu Serumentzug und Retinsäure. Die mRNA-Menge von c-Met konnte durch die 

Kombination von Wachstumsfaktoren und Retinsäure bezogen auf Zellen, die nur Retinsäure 

erhalten hatten, nicht mehr gesteigert werden (Abb. 47, B). Die IGFR-Expression wurde unter 

zusätzlicher Wachstumsfaktorgabe reduziert. Obwohl die EGFR-Expression induziert wurde, zeigte 

sich im Western Blot eine reduzierte Proteinmenge. Auch die IGFR-Proteinmenge sank unter 

Serumentzug mit Retinsäure und Wachstumsfaktoren. C-Met blieb in seiner Proteinmenge trotz 

hoher Expression auf Kontrollniveau (Abb. 47, B). 
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Abbildung 47: Regulation der Wachstumsfaktorrezeptoren bei gezielter Gabe von 
Wachstumsfaktoren und Retinsäure in Zellen ohne Serum  
 

Expression der Wachstumsfaktorrezeptoren der Kelly-Zellen (A) und SH-SY5Y-Zellen (B) im TaqMan-
Assay sowie deren Proteinmenge im Western Blot mit DLB-Lysaten nach 72-stündiger Inkubation 
ohne und mit 5 µM Retinsäure (RA) in Medium ohne Serum ohne und mit Zusatz der 
Wachstumsfaktoren EGF (E), IGF (I) und HGF (H). Expression in relativer Angabe zu unbehandelten 
Zellen in Medium ohne Serum ohne RA oder Wachstumsfaktoren (K). Signifikanzniveau verglichen 
mit K: *** p < 0,001, ** p < 0,01, * p < 0,05, verglichen mit RA: ## p < 0,01, # p < 0,05. Hsp90 wurde 
im Western Blot als Auftragskontrolle verwendet.  
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3.4.3	Inhibitorexperimente	
Im letzten Abschnitt der vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden, ob Serumentzug und die 

Gabe von Retinsäure die Empfindlichkeit der Zellen gegenüber den unterschiedlichen Inhibitoren 

beeinflussen konnten. Deshalb wurden Kelly- und SH-SY5Y-Zellen für 72 Stunden in einem Medium 

ohne Serum mit verschiedenen Konzentrationen von Linsitinib, BMS-754807, Crizotinib und Erlotinib 

und jeweils Retinsäure inkubiert und mit Zellen verglichen, die mit denselben Bedingungen in 

Vollmedium kultiviert wurden.  

Wie bereits gezeigt, erhöhte Serumentzug das Ansprechen auf die Inhibitoren in Kelly-Zellen (vgl. 

Abb. 18). Eine zusätzliche Retinsäuregabe bewirkte nur bei niedrigkonzentriertem Linsitinib weiter 

reduzierte ATP-Spiegel (Abb. 48, A). Einen Unterschied zwischen Vollmedium und Serumentzug beim 

Einsatz von BMS-754807 zu detektieren, gelang nur bei 1 µM unter Retinsäure (Abb. 48, B). 

 
Abbildung 48: Effekte durch Linsitinib und BMS-754807 mit und ohne Serum mit zusätzlich 
Retinsäure in Kelly-Zellen, 72 h 
 

ATP-Spiegel der Kelly-Zellen nach 72-stündiger Inkubation mit Linsitinib (A) oder BMS-754807 (B) in 
Konzentrationen von 1, 5 und 10 µM in Medium mit und ohne Serum ohne und mit 5 µM Retinsäure 
(RA). Darstellung relativ zu unbehandelten Kontrollzellen in Vollmedium (K), Signifikanzniveau 
verglichen mit Vollmedium: §§§ p < 0,001, §§ p < 0,01, § p < 0,05. 
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Wurde unter Serumdeprivation und Retinsäure mit Crizotinib behandelt, waren die ATP-Spiegel bei 

Inhibitorkonzentrationen von 1 µM noch vergleichbar mit Zellen in Vollmedium. Die höheren 

Konzentrationen reduzierten die Zellzahl jedoch so stark, dass kein Unterschied mehr messbar war 

(Abb. 49, A). Bei Erlotinib war ein ähnlicher Effekt sichtbar (Abb. 49, B). Konzentrationen von 5 µM 

und 10 µM verringerten zwar die Menge der retinsäurebehandelten Zellen, jedoch unter 

Serumentzug nicht stärker als bei Zellen in Vollmedium. Die Verstärkung der Inhibitorwirkung durch 

Serumentzug konnte somit unter Retinsäure nur noch für Linsitinib in Kelly-Zellen nachgewiesen 

werden.  

 
Abbildung 49: Effekte durch Crizotinib und Erlotinib mit und ohne Serum mit zusätzlich Retinsäure in 
Kelly-Zellen, 72 h 
 

ATP-Spiegel der Kelly-Zellen nach 72-stündiger Inkubation mit Crizotinib (A) oder Erlotinib (B) in 
Konzentrationen von 1, 5 und 10 µM in Medium mit und ohne Serum ohne und mit 5 µM Retinsäure 
(RA). Darstellung relativ zu unbehandelten Kontrollzellen in Vollmedium (K), Signifikanzniveau 
verglichen mit Vollmedium: §§§ p < 0,001, §§ p < 0,01, § p < 0,05. 
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Bei SH-SY5Y-Zellen bewirkte Retinsäure ein erhöhtes Wachstum. Außerdem senkten die Inhibitoren 

unter optimalen Wachstumsbedingungen die Zellzahl nicht so stark wie bei Kelly-Zellen. Unter 

Serumentzug zeigte sich eine deutlich verbesserte Wirkung der Inhibitoren, die auch bei 

Serumentzug unter Retinsäuregabe bestehen blieb. So ließen sich für alle untersuchten Inhibitoren in 

Konzentrationen von 1 μM bis 10 μM unter Serumentzug und Retinsäure signifikant erniedrigte ATP-

Spiegel im Vergleich zu Retinsäure-behandelten Zellen in Vollmedium feststellen (Abb. 50 und 51).   

 
Abbildung 50: Effekte durch Linsitinib und BMS-754807 mit und ohne Serum mit zusätzlich 
Retinsäure in SH-SY5Y-Zellen, 72 h 
 

ATP-Spiegel der SH-SY5Y-Zellen nach 72-stündiger Inkubation mit Linsitinib (A) oder BMS-754807 (B) 
in Konzentrationen von 1, 5 und 10 µM in Medium mit und ohne Serum ohne und mit 5 µM 
Retinsäure (RA). Darstellung relativ zu unbehandelten Kontrollzellen in Vollmedium (K), 
Signifikanzniveau verglichen mit Vollmedium: §§§ p < 0,001, §§ p < 0,01. 
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Abbildung 51: Effekte durch Crizotinib und Erlotinib mit und ohne Serum mit zusätzlich Retinsäure in 
SH-SY5Y-Zellen, 72 h 
 

ATP-Spiegel der SH-SY5Y-Zellen nach 72-stündiger Inkubation mit Crizotinib (A) oder Erlotinib (B) in 
Konzentrationen von 1, 5 und 10 µM in Medium mit und ohne Serum ohne und mit 5 µM Retinsäure 
(RA). Darstellung relativ zu unbehandelten Kontrollzellen in Vollmedium (K), Signifikanzniveau 
verglichen mit Vollmedium: §§§ p < 0,001, §§ p < 0,01. 
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Zum Schluss sollte überprüft werden, ob es für die Neuroblastomzellen möglich war, unter 

Serumentzug, Retinsäuregabe und den bisher verwendeten Inhibitoren über zehn Tage 

persistierende Zellen zu bilden. Bei Kelly-Zellen war das Überleben unter diesen Bedingungen nur für 

vereinzelte Zellen möglich. Im Vergleich zu serumdeprivierten, retinsäurebehandelten Kelly-Zellen, 

hier als Kontrolle fotografiert, konnten bei zusätzlicher Inhibitorgabe kaum persistierende Zellen 

nachgewiesen werden (Abb. 52). 

 

Abbildung 52: Mikroskopische Analyse persistierender Kelly-Zellen ohne Serum mit zusätzlich 
Retinsäure, 10 d 
 

A: Fotografien der Kelly-Zellen nach zehntägiger Inkubation in Medium ohne Serum mit 5 µM 
Retinsäure (Kontrolle) und den jeweiligen Inhibitoren. 
B: Zellzahl der Kelly-Zellen nach zehntägiger Inhibitorbehandlung in Medium ohne Serum ohne und 
mit 5 µM Retinsäure mittels Auszählung von acht ImageJ-Aufnahmen, Darstellung relativ zu 
unbehandelten Kontrollzellen in Medium ohne Serum ohne Retinsäure (K), Signifikanzniveau 
verglichen mit K: *** p < 0,001, verglichen mit Retinsäure: ### p < 0,001.  
Inhibitoren: Erlo10 = Erlotinib 10 μM, Linsi1 = Linsitinib 1 μM, BMS1 = BMS-754807 1 μM, Tepo5 = 
Tepotinib 5 μM, Crizo1 = Crizotinib 1 μM.  
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SH-SY5Y konnten unter Erlotinib bei Serumentzug und Retinsäuregabe persistierende Zellen bilden. 

Bei Linsitinib erhöhte die Gabe von Retinsäure das Ansprechen auf den Inhibitor deutlich. Die 

Inhibitoren BMS-754807, Crizotinib und Tepotinib waren unter Serumentzug nach zehn Tagen so 

stark wirksam, dass ein Unterschied durch Retinsäurebehandlung nicht messbar war (Abb. 53). 

 

Abbildung 53: Mikroskopische Analyse persistierender SH-SY5Y-Zellen ohne Serum mit zusätzlich 
Retinsäure, 10 d 
 

A: Fotografien der SH-SY5Y-Zellen nach zehntägiger Inkubation in Medium ohne Serum mit 5 µM 
Retinsäure (Kontrolle) und den jeweiligen Inhibitoren. 
B: Zellzahl der SH-SY5Y-Zellen nach zehntägiger Inhibitorbehandlung in Medium ohne Serum ohne 
und mit 5 µM Retinsäure mittels Auszählung von acht ImageJ-Aufnahmen, Darstellung relativ zu 
unbehandelten Kontrollzellen in Medium ohne Serum ohne Retinsäure (K), Signifikanzniveau 
verglichen mit K *** p < 0,001, verglichen mit Retinsäure: ### p < 0,001.  
Inhibitoren: Erlo10 = Erlotinib 10 μM, Linsi1 = Linsitinib 1 μM, BMS1 = BMS-754807 1 μM, Tepo5 = 
Tepotinib 5 μM, Crizo1 = Crizotinib 1 μM.  
 

 

 

 

 

 

K

Linsi1 µM

Erlo10 µM

Tepo5 µM

Crizo1 µM

BMS1 µM

100
Lebende Zellen (%)

806040200

Kontrolle Erlotinib, 10 µM

Linsitinib, 1 µM BMS, 1 µM

Tepotinib, 5 µM Crizotinib, 1 µM

A B

120

***##
#

***

***

ohne RA
mit RA

100 µm



Diskussion 

98 
 

4	Diskussion	 	 	
Trotz intensiver Therapie weisen Hochrisikoneuroblastome weiterhin eine schlechte Prognose auf, 

die neue, zielgerichtete Therapiestrategien erforderlich macht (Pinto et al. 2015; GPOH 2019). Daher 

sollte in dieser Arbeit die Rolle der Wachstumsfaktoren für das Neuroblastom eingeschätzt werden, 

um einen möglichen therapeutischen Nutzen abzuleiten. Untersucht wurden die Wachstumsfaktoren 

EGF, IGF und HGF in den Neuroblastomzelllinien Kelly und SH-SY5Y.  

4.1	Relevanz	von	EGF,	IGF	und	HGF	für	Wachstum	und	Überleben	von	

Neuroblastomzellen	
Um die Relevanz der untersuchten Wachstumsfaktoren für die Zelllinien zu charakterisieren, wurde 

zunächst betrachtet, welche Faktoren die Zellen selbst produzierten. Durch gezielte Zugabe zum 

Kulturmedium wurde zudem untersucht, welche zellulären Effekte die untersuchten 

Wachstumsfaktoren nach Bindung an den Rezeptor bewirkten. Darüber hinaus wurde die Regulation 

der assoziierten Wachstumsfaktorrezeptoren analysiert. Es wurden optimale 

Wachstumsbedingungen mit der Kultivierung in Medium ohne Serum verglichen.  

Während die Wachstumsfaktoren EGF und IGF1 von keiner der Zelllinien exprimiert wurden, zeigten 

sich bei IGF2 und HGF Unterschiede auf mRNA- und Proteinebene zwischen Kelly- und SH-SY5Y-

Zellen: Bei den schneller proliferierenden Kelly-Zellen wurde IGF2 verstärkt exprimiert und 

freigesetzt (Abb. 2 und 3), bei den langsamer wachsenden SH-SY5Y-Zellen hingegen HGF (Abb. 2 und 

3).  

Supplementation von EGF und IGF2 konnte die Zellzahl erhöhen, solange die Zellen in Gegenwart von 

Serum kultiviert wurden (Abb. 4). HGF dagegen hatte bei gleichzeitiger Serumgabe keinen Einfluss 

auf die Proliferation (Abb. 4). Wurden die Zellen in Medium ohne Serum kultiviert, reduzierte sich 

ihre Wachstumsrate; Zelltod wurde durch das Fehlen externer Wachstumsfaktoren jedoch nicht 

ausgelöst (Abb. 13 und 14). Bei den Kelly-Zellen konnte der Viabilitätsverlust unter Serumentzug 

durch kombinierte Gabe von EGF, IGF2 und HGF vollständig kompensiert werden (Abb. 16). Bei den 

SH-SY5Y-Zellen bewirkte die Dreifachkombination zwar eine Steigerung der Viabilität, reichte jedoch 

zur Kompensation des Serumentzuges nicht aus (Abb. 16). Diese differentiellen Effekte spiegelten 

sich auch in der Expression und Freisetzung von IGF2 und HGF, der Regulation der assoziierten 

Wachstumsfaktorrezeptoren und der nachgeschalteten Signaltransduktion wider. Im Folgenden 

werden die Eigenschaften der einzelnen Wachstumsfaktoren getrennt dargestellt. 
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4.1.1	EGF	
Der epidermale Wachstumsfaktor EGF wird seit seiner Entdeckung in den 1960er-Jahren als wichtiger 

Mediator von Proliferation, Wachstum und Differenzierung in verschiedensten Zelllinien betrachtet 

(Cohen et al. 1987; Yarden und Sliwkowski 2001; Sabbah et al. 2020). In der vorliegenden Arbeit 

wurde EGF durch keine der beiden untersuchten Zelllinien produziert. Auch in der Literatur ist dies 

nicht beschrieben. Der EGF-Rezeptor (EGFR) konnte dagegen sowohl auf mRNA- als auch auf 

Proteinebene in beiden Zelllinien nachgewiesen werden (Abb. 10), wie bereits unterschiedliche 

Studien bestätigten (Janet et al. 1995; Ho et al. 2005; Megison et al. 2013). Ebenfalls in 

Übereinstimmung mit anderen Untersuchungen steigerte die Stimulation mit EGF die Anzahl von 

Kelly- und SH-SY5Y-Zellen (Abb. 4), solange sie in Vollmedium kultiviert wurden (Janet et al. 1995; Ho 

et al. 2005). Als entscheidende Mediatoren der gesteigerten Zellzahl sind dabei die Kinasen ERK1/2 

und Akt beschrieben (Ho et al. 2005), die mitogene und antiapoptotische Effekte aufweisen (Citri und 

Yarden 2006; Rozengurt 2007). In den hier durchgeführten Versuchen wurde die Akt-Aktivierung in 

Kelly-Zellen nach EGF-Gabe gesteigert (Abb. 4, A), während die Phosphorylierung von ERK1/2 in 

beiden Zelllinien auf Kontrollniveau blieb (Abb. 4). Warum die Akt-Aktivität in SH-SY5Y-Zellen durch 

EGF-Gabe erniedrigt wurde, konnte in den Experimenten der vorliegenden Arbeit nicht geklärt 

werden. Vorstellbar wäre eine Beteiligung des Proteins ERBB receptor feedback inhibitor 1 (ERRFI1), 

das in Zellen mit hoher EGFR-Expression als negativer Regulator von EGFR fungieren und die Akt-

Aktivität senken kann (Zhang et al. 2007; Cairns et al. 2018). Dass EGF-Gabe trotz gleichbleibender 

Phosphorylierung von ERK1/2 und reduzierter Akt-Aktivität die Viabilität von SH-SY5Y-Zellen erhöhte, 

deutet auf die Aktivierung weiterer Signalwege über den EGFR hin. Dazu gehört beispielsweise der 

Mediator STAT5, der das Wachstum fördern und den Zelltod verhindern kann (Citri und Yarden 2006; 

Ramaiah und Kumar 2021). 

Die vorliegenden Ergebnisse deuten auf eine supportive Rolle von EGF für die Wirkung anderer 

Wachstumsfaktoren hin. Alleinige EGF-Supplementation unter Serumentzug bewirkte in Kelly-Zellen 

nur eine geringe Steigerung der Proliferation, in SH-SY5Y-Zellen erbrachte sie keinen Effekt (Abb. 15). 

Allerdings konnte die Zellviabilität nach Serumentzug in beiden Zelllinien am stärksten erhöht 

werden, wenn zusätzlich zu IGF2 und HGF auch EGF supplementiert wurde, auch wenn in SH-SY5Y-

Zellen dadurch nicht das Kontrollniveau erreicht werden konnte (Abb. 16). Dass EGF die Wirkung 

anderer Wachstumsfaktoren unterstützen kann, konnte bereits an anderen Neuroblastomzelllinien 

gezeigt werden. Beispielsweise wurde die Proliferation der Neuroblastomzelllinie SH-EP durch IGF2-

Gabe nur gefördert, wenn auch EGF im Kulturmedium vorhanden war (Leventhal et al. 1995; Qi et al. 

2013). Dabei sind verschiedenste Ebenen beschrieben, auf denen IGF2 und EGF interagieren können. 

Neben der Beeinflussung der Rezeptorverfügbarkeit sind direkte Rezeptorinteraktionen zwischen 

dem EGFR und IGFR wichtig, die die Wachstumsfaktor-vermittelten Wirkungen verstärken (van der 
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Veeken et al. 2009). Darüber hinaus sind supportive Beziehungen zwischen dem EGFR und c-Met 

beschrieben. Aktivierung des EGFR kann die c-Met-Phosphorylierung erleichtern und in 

verschiedenen Tumorzellen sogar in Abwesenheit von HGF den Rezeptor stimulieren (Jo et al. 2000; 

Corso und Giordano 2013). 

Für eine aktive Beteiligung von EGF an der verbesserten Zellviabilität spricht auch die Regulation des 

EGFR nach EGF-Gabe, obwohl diese in den beiden Zelllinien unterschiedlich verlief. Bei den SH-SY5Y-

Zellen reduzierte sich durch EGF-Gabe die Proteinmenge des EGFR (Abb. 17). Ursächlich dafür könnte 

seine Internalisierung und Degradierung sein, die nach Ligandenbindung beschrieben ist (Roepstorff 

et al. 2009). Um weiterhin EGFR bereitstellen zu können, wurde die Expression in SH-SY5Y-Zellen 

erhöht (Abb. 17, B). Kelly-Zellen hingegen hielten die Expression und Proteinmenge des EGFR nach 

Stimulation konstant (Abb. 17, A). Möglich ist diese Stabilisierung über ein Recycling des Rezeptors 

nach Internalisierung (Roepstorff et al. 2009). 

Insgesamt schien EGF, obwohl er durch keine der beiden Zelllinien selbst produziert wurde, 

eine supportive Rolle für die Wirkung weiterer Wachstumsfaktoren zu spielen und damit essentiell 

an Zellwachstum und -überleben der untersuchten Neuroblastomzelllinien beteiligt zu sein.  

4.1.2	IGF	
Der Insulin-ähnliche Wachstumsfaktor IGF besitzt zwei Isoformen, IGF1 und IGF2, die nach Bindung 

an ihren gemeinsamen IGF-1-Rezeptor (IGFR) verschiedene Funktionen im Körper übernehmen 

(Weroha und Haluska 2008; Megison et al. 2013). Während IGF1 durch keine der untersuchten 

Zelllinien produziert wurde, konnte IGF2 in beiden Zelllinien nachgewiesen werden (Abb. 3). Kelly-

Zellen zeigten dabei eine höhere Expression und Freisetzung von IGF2 als SH-SY5Y-Zellen (Abb. 3). 

Eine mögliche Erklärung dafür liefert die MYCN-Amplifikation im Genom der Kelly-Zellen. Durch ihr 

Genprodukt, den Transkriptionsfaktor N-Myc, kann die IGF2-Expression in Neuroblastomzellen 

stimuliert werden (Chambéry et al. 1999; Wittrock et al. 2002). Freigesetztes IGF2 kann wiederum im 

Sinne einer autokrinen Stimulation sowohl die Expression von N-Myc als auch die zelluläre 

Proliferationsrate erhöhen (Wittrock et al. 2002). Eine autokrine IGF2-Regulation wurde bereits für 

andere Neuroblastomzellen beschrieben und scheint auch bei den Kelly-Zellen wahrscheinlich 

(Martin et al. 1993; Qi et al. 2013). Der beschriebene Mechanismus könnte auch die konstanten 

IGF2-Spiegel selbst unter Serumentzug erklären (Abb. 13). 

Neben N-Myc wird die IGF2-Expression über die Wachstumsfaktor-vermittelte Aktivierung von 

Kinasen wie ERK1/2 und Akt gelenkt, die den IGF2-Repressor Foxo3A phosphorylieren und damit 

inhibieren können (Santo et al. 2013; Luo et al. 2021). Dass beide Signalwege zur Aufrechterhaltung 

der IGF2-Menge beitragen können, konnte an SH-SY5Y-Zellen unter Serumentzug gezeigt werden 
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(Abb. 14). SH-SY5Y-Zellen besitzen im Gegensatz zu Kelly-Zellen keine MYCN-Amplifikation, mit der 

sie die IGF2-Expression aufrechterhalten können. Zudem wurde ihre ERK1/2-Aktivität durch den 

Serumentzug herabgesetzt (Abb. 14), sodass der IGF2-Repressor weniger inhibiert werden konnte 

und sich insgesamt unter Serumentzug eine starke Reduktion der IGF2-Freisetzung in SH-SY5Y-Zellen 

zeigte (Abb. 14).  

Die Kinasen ERK1/2 und Akt sind nicht nur Vermittler der IGF2-Expression. Ähnlich wie beim EGFR 

wird ihnen außerdem eine wichtige Rolle in der Signaltransduktion nach Bindung von IGF2 an den 

IGFR zugesprochen (Ho et al. 2005). Allerdings blieben in der vorliegenden Arbeit nach IGF2-

Supplementation in Vollmedium die ERK1/2- und Akt-Aktivitäten der Kelly-Zellen konstant, während 

die Akt-Aktivität der SH-SY5Y-Zellen sogar reduziert wurde (Abb. 4). Trotzdem bewirkte die IGF2-

Supplementation in Vollmedium bei beiden Zelllinien eine Steigerung der Viabilität (Abb. 4). Diese 

Diskrepanz kann mit Hilfe der vorliegenden Untersuchungen nicht geklärt werden, lässt aber 

vermuten, dass weitere Signalwege, wie beispielsweise JAK2/STAT3, für die mitogenen Effekte 

verantwortlich sind (Himpe und Kooijman 2009; Benabbou et al. 2013). Dass auch in Kelly- und SH-

SY5Y-Zellen ERK1/2 und Akt durch die Stimulation mit IGF2 aktivierbar waren, zeigten die 

Experimente unter serumfreien Bedingungen, bei denen die Aktivität von Akt in Kelly-Zellen nach 

Stimulation bei gleichbleibender Phosphorylierung von ERK1/2 erhöht war (Abb. 16). In SH-SY5Y-

Zellen erreichte die Phosphorylierung beider Kinasen zwar auch nach Stimulation mit allen drei 

untersuchten Wachstumsfaktoren nicht das Niveau der Kontrollen in Vollmedium, war aber höher als 

bei der gleichzeitigen Gabe von IGF2 und EGF (Abb. 16).  

Supplementation von IGF2 bewirkte in beiden Zelllinien eine Steigerung der Anzahl lebender Zellen in 

Vollmedium (Abb. 4) und eine Stabilisierung der Zellzahl in Medium ohne Serum (Abb. 16). 

Verglichen mit den anderen untersuchten Wachstumsfaktoren konnte durch IGF2-Supplementation 

unter Serumentzug eine stärkere Erhöhung der ATP-Spiegel bei den Kelly-Zellen gezeigt werden (Abb. 

15, A). Die stärkste Wirkung von IGF2 wurde jedoch in Kooperation mit anderen Wachstumsfaktoren 

erreicht, wie bereits in anderen Neuroblastomzellen beschrieben (Leventhal et al. 1995; Desbois-

Mouthon et al. 2006; van der Veeken et al. 2009; Qi et al. 2013). Eine mögliche Erklärung könnte 

sein, dass optimale Spiegel an Wachstumsfaktoren entscheidend für konstante Proteinmengen der 

assoziierten Rezeptoren waren. So war beispielsweise der EGFR in beiden Zelllinien nach 

Serumentzug reduziert (Abb. 13 und 14), wurde aber nach Wachstumsfaktorsupplementation wieder 

stabilisiert (Abb. 17). Mechanistisch ist gerade IGF2 dabei wichtig, da dessen Bindung an den IGFR 

eine Aktivierung verschiedener Kinasen bewirkt, die ihrerseits den Transkriptionsfaktor SP1 

phosphorylieren können (Chou et al. 2011). Letzterer reguliert die EGFR-Expression (Chou et al. 

2011), die somit unter anderem von einer funktionierenden IGF-Signaltransduktion abhängig ist 
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(Baserga 1995; Tan und Khachigian 2009). Daher war ein fehlender Anstieg der Zellzahl nach 

alleiniger EGF-Gabe unter Serumentzug in SH-SY5Y-Zellen, die in Medium ohne Serum kaum IGF2 

produzierten, nicht verwunderlich. 

Eine ähnliche Regulation zeigte sich für den IGFR, der im Einklang mit der Literatur (Ho et al. 2005; 

Megison et al. 2013) in beiden Zelllinien auf mRNA- und Proteinebene nachgewiesen werden konnte 

(Abb. 10). Nach Serumentzug wurde die IGFR-Proteinmenge in beiden Zelllinien reduziert (Abb. 13 

und 14). In Kelly-Zellen konnten Expression und Proteinmenge des IGFR erst durch Substitution der 

Dreifachkombination aus EGF, HGF und IGF2 wieder das Kontrollniveau erreichen (Abb. 17). Dies 

zeigte erneut, dass optimale Spiegel an Wachstumsfaktoren für die Aufrechterhaltung der 

Rezeptormengen erforderlich waren. In SH-SY5Y-Zellen wurde die IGFR-Expression nach Stimulation 

mit der Dreifachkombination erhöht, die Proteinmenge jedoch im Vergleich zur Serumkontrolle 

erniedrigt. Dies spricht dafür, dass der Rezeptor nach Ligandenbindung internalisiert und degradiert 

und die Transkription zur Aufrechterhaltung der Signaltransduktion verstärkt wurde (Rieger und 

O'Connor 2021).  

IGF2 schien also, vor allem für die Kelly-Zellen, eine essentielle Rolle zu spielen. Für seine optimale 

Wirkung war jedoch die Kooperation mit weiteren Wachstumsfaktoren erforderlich.  

4.1.3	HGF	
Die Expression des Hepatozyten-Wachstumsfaktors HGF in beiden Zelllinien ist bereits beschrieben 

(Hecht et al. 2004; Crosswell et al. 2009). Dass in der vorliegenden Arbeit HGF in SH-SY5Y-Zellen 

stärker exprimiert und in größeren Mengen freigesetzt wurde als in Kelly-Zellen (Abb. 3), war jedoch 

überraschend, da in Patienten mit MYCN-amplifizierten Neuroblastomen eher erhöhte HGF-Spiegel 

nachgewiesen wurden (Sköldenberg et al. 2009). Eine mögliche Erklärung auf zellulärer Ebene liefert 

der Notch-Signalweg, der bei MYCN-Amplifikation, wie sie bei den Kelly-Zellen vorliegt, erhöht sein 

kann (Bettinsoli et al. 2017). Komponenten des Notch-Signalwegs können über einen negativen 

Feedback-Mechanismus die Aktivität der HGF-Kaskade reduzieren (Stella et al. 2005) und somit ein 

Grund für die reduzierte HGF-Freisetzung in Kelly-Zellen sein.   

Für die generelle Regulation der Expression und Freisetzung von HGF gibt es unterschiedliche 

Möglichkeiten. Eine autokrine Steuerung ist zwar prinzipiell möglich (Huang et al. 2020), war in der 

vorliegenden Arbeit jedoch wenig wahrscheinlich, da die HGF-Produktion sowohl durch Serumentzug 

als auch durch die untersuchten Wachstumsfaktorrezeptorinhibitoren reduziert wurde (Abb. 9, 13 

und 14). Die HGF-Menge schien damit abhängig davon zu sein, dass EGF oder IGF2 im Medium 

vorhanden waren. Die Wachstumsfaktoren können ERK1/2 oder Akt aktivieren (Tan und Khachigian 
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2009), die dann ihrerseits die für eine HGF-Expression wichtigen Transkriptionsfaktoren SP1 und SP3 

phosphorylieren (Jiang et al. 1997).  

Auch die zellulären HGF-Effekte deuteten auf eine enge Verknüpfung mit den Signalwegen von IGF2 

und EGF hin, denn die alleinige Gabe von HGF konnte weder in Vollmedium noch unter Serumentzug 

die Zellzahl erhöhen (Abb. 4 und 15), wie in anderen Arbeiten für Neuroblastomzellen beschrieben 

(Hecht et al. 2004; Crosswell et al. 2009). Erst bei gemeinsamer Gabe von HGF, IGF2 und EGF konnte 

die Viabilität beider Zelllinien unter serumfreien Bedingungen gesteigert werden (Abb. 16). Ursache 

dafür könnten Interaktionen zwischen c-Met und anderen Wachstumsfaktorrezeptoren sein, wie 

bereits für EGFR und c-Met gezeigt (Jo et al. 2000; Corso und Giordano 2013). Auch die gemeinsame 

Aktivierung nachgeschalteter Mediatoren wie Akt und ERK1/2 kann die Effekte der 

rezeptorvermittelten Signaltransduktion zusätzlich verstärken (Ho et al. 2005; Huang et al. 2020). 

Nach HGF-Stimulation in Vollmedium konnte entsprechend in Kelly-Zellen eine erhöhte 

Phosphorylierung von ERK1/2 beobachtet werden (Abb. 4) und von Akt bei Serumentzug (Abb. 16). 

Bei SH-SY5Y-Zellen war das Aktivierungsmuster invers (Abb. 4 und 16). 

Dass die Einzelstimulation mit HGF keinen messbaren zellulären Effekt hatte, könnte auch auf die 

geringe c-Met-Menge in beiden Zelllinien zurückzuführen sein. So wurde in Neuroblastomzellen 

gezeigt, dass HGF-vermittelte Reaktionen wie Proliferation, Überleben und Migration positiv mit der 

Rezeptormenge korrelierten (Crosswell et al. 2009). Wie in der vorliegenden Arbeit wurde für Kelly- 

und SH-SY5Y-Zellen eine geringe c-Met-Expression auf vergleichbarem Niveau beschrieben, jedoch 

nur in den Kelly-Zellen ein schwaches Proteinsignal für den Rezeptor (Hecht et al. 2004). In den hier 

durchgeführten Western Blots wurde c-Met in beiden Zelllinien detektiert (Abb. 10), was vermutlich 

auf methodische Unterschiede zurückzuführen ist. In der initialen Untersuchung zum c-Met-Gehalt in 

Neuroblastomzellen wurde das Verfahren zur Proteinextraktion nicht beschrieben. Das 

Nachweissystem im Western Blot war Chemoluminenszenz-basiert (Hecht et al. 2004), was zwar eine 

hohe Sensitivität hat, aber in seinem dynamischen linearen Bereich eingeschränkt ist (Janes 2015). 

Außerdem kann die Verwendung von Filmen dazu führen, dass schwache Signale schlecht oder gar 

nicht wahrgenommen werden können (Janes 2015). In der vorliegenden Arbeit wurden Fluoreszenz-

gekoppelte Sekundärantikörper zusammen mit einem Detektionssystem verwendet, das die 

Fluoreszenzemission der angeregten Proteine im nahen Infrarotbereich misst und dadurch gerade 

bei schwachen Signalen deutlich sensitiver ist (Loebke et al. 2007; Janes 2015).  

Außerdem unterstützen die durch HGF veränderten Aktivierungsmuster von Akt und ERK1/2 die 

Annahme, dass das c-Met-Protein in SH-SY5Y-Zellen nicht nur vorhanden, sondern auch funktional 

war. Nach HGF-Stimulation zeigte sich in SH-SY5Y-Zellen eine erhöhte Phosphorylierung von Akt in 

Vollmedium und eine graduelle Aktivierung von ERK1/2 unter serumfreien Bedingungen (Abb. 4 und 
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16). Die geringe c-Met-Menge war möglicherweise durch die hohe HGF-Freisetzung in SH-SY5Y-Zellen 

auf einen negativen Feedback-Mechanismus zurückzuführen (Lee et al. 2018). Auf diese Regulation 

deutete auch hin, dass sich die c-Met-Menge in SH-SY5Y-Zellen erhöhte, wenn die HGF-Freisetzung 

mit den unterschiedlichen Inhibitoren der Wachstumsfaktorrezeptoren gesenkt wurde (Abb. 9 und 

10). 

Insgesamt schien HGF eine unterstützende Rolle bei der Wirkung weiterer Wachstumsfaktoren zu 

spielen und somit an Wachstumsprozessen der untersuchten Neuroblastomzelllinien beteiligt zu 

sein.  

4.1.4	Weitere	Wachstumsfaktoren		
Kombinierte Supplementation von EGF, IGF2 und HGF konnte den Serumentzug in SH-SY5Y-Zellen 

nicht vollständig kompensieren (Abb. 16, B). Dies legte nahe, dass in SH-SY5Y-Zellen weitere 

Wachstumsfaktoren an Zellwachstum und –überleben beteiligt sein könnten. Möglich wären der 

Thrombozytenwachstumsfaktor (PDGF) und der vaskuläre Endothelwachstumsfaktor (VEGF). Beide 

Faktoren sowie die zugehörigen Rezeptoren konnten in SH-SY5Y-Zellen bereits nachgewiesen werden 

(Pahlmann et al. 1992; Matsui et al. 1993; Meister et al. 1999; Beierle et al. 2002; Megison et al. 

2013). PDGF-Substitution bewirkte in SH-SY5Y-Zellen zudem eine schwache Steigerung der 

Proliferation über die Aktivierung der Kinase Akt (Pola et al. 2003). Hier wären weitere 

Untersuchungen zu Interaktionen mit den in dieser Arbeit betrachteten Wachstumsfaktoren 

notwendig.  

4.1.5	Zusammenfassung:	Wachstumsfaktoren	
Zusammenfassend lassen sich folgende Aussagen zur Relevanz der untersuchten Wachstumsfaktoren 

bei Kelly- und SH-SY5Y-Zellen treffen:  

• EGF wurde durch keine der Zelllinien produziert; die Zellen besaßen jedoch den zugehörigen 

Rezeptor. Eine zusätzliche Steigerung der Zellviabilität durch EGF-Supplementation konnte 

nur in Vollmedium bzw. in Kombination mit IGF2 oder HGF nachgewiesen werden. Damit 

schien EGF eine supportive Rolle für die Wirkung der weiteren Wachstumsfaktoren zu 

spielen.  

• IGF2 wurde vor allem durch die Kelly-Zellen exprimiert und ausgeschüttet, die die Produktion 

auch unter Serumentzug aufrechterhalten konnten. Dass IGF2-Supplementation als 

Einzelfaktor die Zellviabilität am stärksten erhöhen konnte, deutete zusätzlich auf dessen 

essentielle Rolle für die Zellen hin. Die optimale IGF2-Wirkung wurde jedoch nur in 

Kombination mit EGF und HGF erreicht, da diese die Rezeptoren stabilisierten.  
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• HGF wurde am stärksten durch SH-SY5Y-Zellen produziert. HGF-Supplementation konnte in 

Vollmedium und unter Serumentzug zwar keine Steigerung der Zellzahl bewirken, war aber 

essentiell für die Wirkung von EGF und IGF2.  

Alle drei untersuchten Wachstumsfaktoren waren somit am Wachstum und Überleben der Kelly- und 

SH-SY5Y-Zellen beteiligt. Gezielte Inhibition der zugehörigen Rezeptoren könnte daher einen 

möglichen therapeutischen Ansatz für das Neuroblastom darstellen.  

4.2	Therapeutische	Möglichkeiten	durch	

Wachstumsfaktorrezeptorinhibitoren	
Mithilfe von Wachstumsfaktorrezeptorinhibitoren sollten in der vorliegenden Arbeit einzelne 

Wachstumsfaktorsignalwege gezielt ausgeschaltet werden, um die Folgen für Zellwachstum 

und -überleben zu untersuchen und mögliche differentielle Effekte von EGF, IGF2 und HGF 

darzustellen. Verwendet wurden Erlotinib zur Blockade des EGFR, Linsitinib als IGFR-Inhibitor und 

Tepotinib, das HGF-vermittelte Signale hemmt. Darüber hinaus wurden zwei Substanzen eingesetzt, 

die mehrere zelluläre Angriffspunkte aufweisen: BMS-754807 als Inhibitor von IGFR, Insulinrezeptor, 

c-Met, Tropomyosinrezeptorkinase A und B sowie Aurorakinase A und B (Carboni et al. 2009) und 

Crizotinib zur Hemmung von c-Met sowie der anaplastischen Lymphomkinase (ALK) (Cui et al. 2011). 

Die unterschiedliche Breite der therapeutischen Zielstrukturen sollte bei der Einschätzung helfen, ob 

die Blockade einzelner Signalwege ausreichend war, um Proliferation und Überleben der 

Neuroblastomzellen einzuschränken. Zudem sollte abgeleitet werden, welche Wachstumsfaktoren 

präferentiell inhibiert werden sollten, um die Bildung resistenter Zellen zu vermeiden. Die 

untersuchten Inhibitoren werden im Folgenden getrennt betrachtet.  

4.2.1	Erlotinib	
Erlotinib senkte die Viabilität beider Zelllinien zeit- und konzentrationsabhängig im Verlauf der 

dreitägigen Stimulation, sodass die ATP-Spiegel nach Inkubation mit 10 µM Erlotinib über 72 Stunden 

bei ungefähr 70 Prozent des Kontrollniveaus lagen (Abb. 7). In Übereinstimmung mit anderen 

Arbeiten (Ho et al. 2005; Mao et al. 2017; daRocha et al. 2021) konnte die verminderte Viabilität auf 

eine reduzierte Proliferationsrate unter Erlotinib zurückgeführt werden (Abb. 8). Ob dieser Effekt 

allein durch die Blockade der EGF-vermittelten Signaltransduktion verursacht wurde, war allerdings 

unklar, da die Erlotinib-Gabe zusätzlich die Freisetzung von IGF2 und HGF reduzierte (Abb. 9). Auch 

dies könnte die Proliferation weiter senken. Die Wirkung von Erlotinib auf die Produktion von IGF2 

und HGF ist mechanistisch über die EGF-Rezeptor-vermittelte Aktivierung von ERK1/2 und Akt zu 

erklären, die wiederum die Expression von IGF2 und HGF erhöhen können (Jiang et al. 1997; Tan und 

Khachigian 2009; Santo et al. 2013; Luo et al. 2021). Bei einer Hemmung der Kinasen wäre auch der 
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transkriptionelle Einfluss auf IGF2 und HGF herabgesetzt. Passend dazu wurde in der vorliegenden 

Arbeit nach Erlotinib-Gabe die Phosphorylierung von ERK1/2 reduziert (Abb. 8). Dies wurde auch an 

anderen Tumorzelllinien für Erlotinib und für andere EGFR-Inhibitoren wie Gefetinib und Afatinib 

gezeigt (Ho et al. 2005; Mao et al. 2017; daRocha et al. 2021). Die in anderen Arbeiten beobachtete 

Reduktion der Akt-Aktivität durch Erlotinib (Ho et al. 2005) konnte in der vorliegenden Arbeit 

hingegen nicht gezeigt werden. Eine mögliche Erklärung dafür sind die unterschiedlichen Zeitpunkte 

nach Inhibitorgabe, zu denen die Aktivitätsanalyse durchgeführt wurde.  

Bereits in 4.1 wurde diskutiert, dass die Signalwege von EGF, IGF2 und HGF bei Wachstum und 

Überleben in Kelly- und SH-SY5Y-Zellen kooperierten. Dies wurde durch die Beobachtung unterstützt, 

dass Kultivierung in serumfreiem Medium die Inhibitorwirkung verstärkte. Bei dreitägiger Stimulation 

wiesen die Zellen eine erhöhte Empfindlichkeit für die Inhibitoren auf, wenn kein Serum im Medium 

vorhanden war (Abb. 18 und 20). Für Erlotinib war der Effekt allerdings nicht dauerhaft, sodass die 

SH-SY5Y-Zellen bereits nach zehn Tagen wieder die Zellzahl der nicht Inhibitor-behandelten 

Kontrollen erreicht hatten (Abb. 21). Mitverantwortlich für die Möglichkeit, die Inhibitorgabe zu 

überdauern oder sich sogar anzupassen, war die fehlende Induktion des Zelltods durch Erlotinib. So 

wurde die gemessene Caspase-Aktivität in Kelly- und SH-SY5Y-Zellen durch 10 µM Erlotinib verringert 

(Abb. 8). In höheren Konzentrationen kann jedoch auch durch EGFR-Inhibition im 

Neuroblastomzellmodell Zelltod hervorgerufen werden, wie in einer anderen Arbeit mit Gefetinib 

beschrieben (Tamura et al. 2007).  

Dass eine reduzierte Proliferation ohne die Induktion des Zelltods nicht ausreichte, um das 

Überleben langfristig zu verhindern, zeigten auch die zehntägigen Stimulationen mit Erlotinib in 

Vollmedium, nach denen noch 50 Prozent der Kelly-Zellen und 35 Prozent der SH-SY5Y-Zellen im 

Vergleich zu den Kontrollen nachgewiesen werden konnten (Abb. 11 und 12). Diese Beobachtungen 

legten nahe, dass die alleinige Verwendung von EGFR-Inhibitoren keine verlässliche therapeutische 

Option für das Neuroblastom ist. Zu ähnlichen Ergebnissen kamen auch Untersuchungen im 

Tiermodell, bei denen durch Erlotinib kein reduziertes Tumorwachstum des Neuroblastoms 

festgestellt werden konnte (Beaudry et al. 2008). Auch klinische Studien mit Erlotinib und Gefetinib 

in Monotherapie oder in Kombination mit Zytostatika zeigten variable Ergebnisse (Daw et al. 2005; 

Jakacki et al. 2008; Donfrancesco et al. 2010; Furman et al. 2012). Während bei einigen Patienten das 

Tumorwachstum langfristig reduziert war (Jakacki et al. 2008; Donfrancesco et al. 2010), wiesen 

andere nur ein geringes Ansprechen auf (Daw et al. 2005; Furman et al. 2012). Für eine sinnvolle 

Therapie des Neuroblastoms mit EGFR-Inhibitoren müssten demnach mindestens Biomarker für das 

Therapieansprechen gefunden und im Therapieverlauf reevaluiert werden (Johnsen et al. 2018). 
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4.2.2	Linsitinib		
Die IGFR-Inhibition mittels Linsitinib führte unter den untersuchten Monokinaseinhibitoren 

kurzfristig zur stärksten Reduktion der Zellzahl beider Zelllinien, sodass bereits nach 24-stündiger 

Inkubation mit 1 µM Linsitinib nur noch 80 Prozent der Kontrollzellen vorhanden waren (Abb. 5). 

Ähnlich wie bei Erlotinib wurde dies bei den Kelly-Zellen durch eine reduzierte Aktivität der Kinasen 

ERK1/2 und Akt (Abb. 8) und eine nachfolgend verminderte Freisetzung von IGF2 und HGF vermittelt 

(Abb. 9). Bei den SH-SY5Y-Zellen hingegen wurden sowohl die Aktivität von ER1/2 und Akt als auch 

die Freisetzung von IGF2 und HGF durch Linsitinib-Gabe kaum beeinflusst (Abb. 8 und 9). Die 

reduzierte Anzahl der lebenden Zellen muss demnach über weitere Signalwege wie beispielsweise 

den Mediator STAT5 vermittelt sein (Citri und Yarden 2006; Ramaiah und Kumar 2021). 

Linsitinib senkte in beiden Zelllinien die Proliferationsrate (Abb. 8) und induzierte Apoptose in Kelly-

Zellen (Abb. 8). Trotzdem waren beide Zelllinien in der Lage, eine zehntägige Inkubation mit Linsitinib 

zu überdauern. Überraschenderweise war die Zellzahl nach zehntägiger Inkubation mit Linsitinib 

sogar höher als mit Erlotinib (Abb. 11 und 12). Ein möglicher Kompensationsmechanismus der IGFR-

Blockade durch Linsitinib ist die Expressionsinduktion von IGFR und c-Met, die für beide Zelllinien 

festgestellt werden konnte (Abb. 10). Resistenzentwicklung durch Überexpression der Zielstruktur, in 

diesem Fall IGFR, ist ein bekannter Mechanismus bei verschiedensten Wirkstoffen (Palmer und 

Kishony 2014). Ebenso kann durch die Hochregulierung nicht-inhibierter Rezeptoren und der 

zugehörigen nachgeschalteten Signalwege die Blockade eines Rezeptors kompensiert werden (Huang 

et al. 2014; Hou et al. 2011). So konnte beispielsweise eine verstärkte c-Met-Expression nach IGFR-

Inhibition bei Mammakarzinom-Zellen nachgewiesen werden; hier wurde allerdings der 

Multikinaseinhibitor BMS-754807 verwendet (Hou et al. 2011). In anderen Untersuchungen konnte 

unter Linsitinib vor allem eine Steigerung der EGFR-Expression gezeigt werden (King et al. 2014), die 

hier jedoch auf Kontrollniveau blieb (Abb. 10).  

Der Entzug von Serum erhöhte bei beiden Zelllinien kurzfristig die Linsitinib-Wirkung (Abb. 18 und 

20). Gerade Kelly-Zellen waren unter fehlender externer Stimulation mit Wachstumsfaktoren nicht 

mehr in der Lage, die zehntägige Inkubation mit Linsitinib zu überdauern, sodass kaum noch 

persistierende Zellen nachgewiesen werden konnten (Abb. 19). Unter Betrachtung der 

beschriebenen möglichen Resistenzmechanismen gegen Linsitinib war dies nicht überraschend. Bei 

Serumentzug wurden die endogene HGF-Produktion und die EGFR-Proteinmenge der Kelly-Zellen 

reduziert (Abb. 13), weshalb sie auf die IGF2-Signaltransduktion angewiesen waren. Wurde diese 

über Linsitinib blockiert, konnten die Zellen nicht mehr überleben (Abb. 18 und 19).  

SH-SY5Y-Zellen hingegen konnten sich auch unter Serumentzug an die Linsitinib-Wirkung anpassen. 

Hier reduzierte der alleinige Serumentzug bereits die Expression und Freisetzung von IGF2 und HGF 
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sowie die Proteinmengen des EGFR und IGFR (Abb. 14), sodass die Gabe von Linsitinib langfristig 

keinen weiteren Effekt erbrachte. Entsprechend war nach zehntägiger Inkubation kein Unterschied 

zu den unbehandelten Zellen unter Serumdeprivation festzustellen (Abb. 21).  

Durchgeführte Studien zeigten in vitro und teilweise in vivo eine Wirksamkeit von Linsitinib gegen 

verschiedene Karzinome, darunter Kolon-, Bronchial-, Mamma- und Pankreaskarzinome (King und 

Wong 2012). An Neuroblastomzellen wurden noch keine Untersuchungen durchgeführt. Die hier 

beschriebenen Möglichkeiten der untersuchten Zelllinien, sich an eine Linsitinibgabe anzupassen, 

lassen allerdings auch auf keinen sinnvollen Einsatz von Linsitinib als Monotherapie schließen.  

4.2.3	Tepotinib	
Der c-Met-Inhibitor Tepotinib hatte unter den untersuchten Inhibitoren den geringsten Einfluss auf 

die Zellviabilität (Abb. 6). Nur bei den Kelly-Zellen, nicht aber bei den SH-SY5Y-Zellen wurde die 

Proliferation durch Tepotinib reduziert. Eine Apoptoseinduktion konnte bei keiner der beiden 

Zelllinien detektiert werden (Abb. 8). In anderen Neuroblastomzelllinien, unter anderem H1993, SH-

EP, SK-N-AS und SK-N-SH, konnte unter Tepotinib eine Apoptoseinduktion sowie ein reduziertes 

Tumorwachstum beobachtet werden (Scorsone et al. 2014). Dabei wurden allerdings 

Konzentrationen bis zu 24 µM getestet; für eine Reduktion der Zellzahl um 50 Prozent war eine 

Tepotinib-Konzentration von bis zu 8,5 µM erforderlich (Scorsone et al. 2014). In den hier 

durchgeführten Untersuchungen wurde eine Konzentration von 5 µM verwendet. Die Wirkung von 

Tepotinib auf die Neuroblastomzellen schien somit konzentrationsabhängig zu sein. Voraussetzung 

für eine Tepotinib-Wirkung ist die Expression von c-Met. Eine stärkere Proteinexpression korrelierte 

in anderen Untersuchungen jedoch nicht mit einer stärkeren Inhibitorwirkung (Scorsone et al. 2014).  

Der Unterschied zwischen Kelly- und SH-SY5Y-Zellen könnte auf die veränderte Freisetzung der 

untersuchten Wachstumsfaktoren zurückzuführen sein. Dabei senkten die c-Met-Inhibitoren die 

IGF2-Freisetzung der Kelly-Zellen am stärksten, während die Reduktion der HGF-Spiegel vergleichbar 

mit dem Effekt der anderen Inhibitoren war (Abb. 9). Zusätzlich wurde die Akt-Phosphorylierung 

vermindert (Abb. 8). Dass die IGF2-Expression über die Wachstumsfaktor-vermittelte Aktivierung von 

Kinasen wie ERK1/2 und Akt reguliert werden kann, ist bereits bekannt (Santo et al. 2013; Luo et al. 

2021), in diesem Zusammenhang jedoch trotzdem überraschend, da die IGF2-Freisetzung in Kelly-

Zellen nach Serumentzug, Retinsäuregabe oder Applikation aller anderen Inhibitoren weniger 

gesenkt wurde (Abb. 9, 13 und 24). Entsprechend war die bloße Reduktion der HGF-Spiegel wie nach 

Serumdepletion (Abb. 13) nicht ausreichend für eine Veränderung der IGF2-Freisetzung, sondern erst 

eine gezielte Blockade von c-Met. Eine mögliche Erklärung dafür könnte sein, dass in die c-Met-

Signalkaskade auch HGF-unabhängige Wege eingebunden sein können, wie am Bronchialkarzinom 
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gezeigt (Dulak et al. 2011; Miranda et al. 2018). Eine c-Met-Inhibition könnte damit eine stärkere 

Reduktion der IGF2-Expression bewirken als das bloße Fehlen von HGF.  

Bei den SH-SY5Y-Zellen blieb die IGF2-Freisetzung nach Gabe von Tepotinib stabil, während die HGF-

Ausschüttung stark induziert wurde (Abb. 9), was eine kompensatorische Regulation nahelegte. Für 

Tepotinib und HGF ist dieser Effekt zwar noch nicht beschrieben; eine Hochregulation der IGF2-

Produktion zur Kompensation einer IGFR-Blockade ist jedoch beispielsweise für das Ewing-Sarkom 

bekannt (Garofalo et al. 2012). Die Phosphorylierung von Akt und ERK1/2 blieb auf Kontrollniveau 

(Abb. 8), was insgesamt die relative schwache Wirkung von Tepotinib auf die Zellviabilität der SH-

SY5Y-Zellen erklären könnte.  

Trotz der Zelllinien-spezifischen Effekte waren Kelly- und SH-SY5Y-Zellen in der Lage, eine zehntägige 

Behandlung mit Tepotinib allein zu überdauern (Abb. 11 und 12). Eine Anpassungsmöglichkeit, die in 

der vorliegenden Arbeit nicht untersucht wurde, ist die Expressionsinduktion des EGFR, die für 

Bronchialkarzinome unter Tepotinib bereits beschrieben wurde (Recondo et al. 2020). Wurden die 

Versuche jedoch in serumfreiem Medium durchgeführt, verstärkte sich die Inhibitorwirkung. Die 

Zelllinien waren nicht mehr in der Lage, sich an die Inhibitorbehandlung anzupassen, sodass unter 

Tepotinib und Serumentzug kaum noch persistierende Kelly- oder SH-SY5Y-Zellen vorhanden waren 

(Abb. 19 und 21). Die Zellen sind demnach auf weitere Wachstumsfaktoren angewiesen, um die 

reduzierte c-Met-Stimulation zu kompensieren. Damit zeigt sich erneut der kooperative Effekt der 

untersuchten Wachstumsfaktoren für das Zellüberleben (Tan und Khachigian 2009; Santo et al. 2013; 

Luo et al. 2021).  

Klinische Anwendung findet Tepotinib zurzeit vor allem bei Bronchialkarzinomen (Fujino et al. 2021). 

Auch wenn bereits 2014 eine Wirksamkeit von Tepotinib gegen das Neuroblastom postuliert wurde 

(Scorsone et al. 2014), wurden noch keine klinischen Studien an Neuroblastompatienten 

durchgeführt. Vor dem Hintergrund der hier dargestellten Anpassungsmöglichkeiten der Kelly- und 

SH-SY5Y-Zellen in Vollmedium scheint eine Tepotinib-Monotherapie jedoch auch nicht ausreichend.  

4.2.4	BMS-754807	
BMS-754807 reduzierte die Viabilität beider Zelllinien deutlich, vor allem die der Kelly-Zellen (Abb. 5). 

Dabei zeigten beide Zelllinien durch BMS-754807 eine reduzierte Kinaseaktivität von ERK1/2 und Akt, 

die ursächlich für die beobachtete reduzierte Proliferation und Apoptoseinduktion sein könnte (Abb. 

8) (Ho et al. 2005; Citri und Yarden 2006; Rozengurt 2007). Bei zehntägiger Inkubation mit dem 

Inhibitor konnten die Kelly-Zellen daher kaum persistierende Zellen bilden (Abb. 11), den SH-SY5Y-

Zellen gelang dies nur mit deutlich reduzierter Zellzahl (Abb. 12).  
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Durch Serumentzug konnte die BMS-754807-Wirkung auf die Zellen kurzfristig noch verstärkt werden 

(Abb. 18 und 20). Langfristig war BMS-754807 bereits in Vollmedium so stark wirksam, dass sich bei 

Serumentzug keine deutliche Wirkungsverstärkung mehr nachweisen ließ (Abb. 19 und 21).  

Im Gegensatz zu den untersuchten Monokinaseinhibitoren schien BMS-754807 damit ein wirksamer 

Therapieansatz für das Neuroblastom zu sein. Auch andere Untersuchungen bestätigen die wirksame 

Wachstumsinhibition von Neuroblastomzellen durch BMS-754807 in vitro (Carboni et al. 2009). In 

vivo zeigte sich beim Neuroblastom jedoch eine intermediäre Wirksamkeit; nur zwei Drittel der 

untersuchten Tumor-Xenografts wiesen im Mausmodell unter BMS-754807 eine 

Wachstumsminderung auf (Kolb et al. 2011). Auch in der vorliegenden Arbeit konnten zumindest die 

SH-SY5Y-Zellen unter BMS-754807 persistierende Zellen bilden, was auf Anpassungsmöglichkeiten 

der Zellen hinweist. Für kolorektale Karzinome ist eine Resistenzentwicklung durch EGFR-

Überexpression und Aktivierung der nachgeschalteten Signalwege beschrieben (Ciardiello und 

Tortora 2008). Dies wäre auch für Neuroblastomzellen denkbar.  

4.2.5	Crizotinib	
Der c-Met- und ALK-Inhibitor Crizotinib reduzierte bereits in einer Konzentration von 1 µM signifikant 

die Anzahl von Kelly- und SH-SY5Y-Zellen (Abb. 6). Bei beiden Zelllinien wurden durch Crizotinib-Gabe 

die Kinaseaktivitäten von ERK1/2 und Akt gesenkt, wodurch die Proliferation vermindert und 

Apoptose induziert wurde (Abb. 8). Allerdings war die kurz- und langfristige Wirkung bei Kelly-Zellen 

deutlicher (Abb. 6 und 11). Dies könnte ähnlich wie bei Tepotinib auf die unterschiedliche Regulation 

der Wachstumsfaktorfreisetzung zurückzuführen sein. So reduzierte Crizotinib in Kelly-Zellen die 

IGF2-Freisetzung unter allen untersuchten Inhibitoren am stärksten, während bei SH-SY5Y-Zellen die 

HGF-Freisetzung durch Crizotinib induziert wurde (Abb. 9). Letzteres könnte erklären, weshalb die 

SH-SY5Y-Zellen bei zehntägiger Inkubation mit Crizotinib in der Lage waren, persistierende Zellen zu 

bilden (Abb. 12).  

Wurde den Zellen zusätzlich zur Inhibitorgabe das Serum entzogen, waren auch bei SH-SY5Y-Zellen 

nach zehn Tagen kaum lebende Zellen nachzuweisen (Abb. 21). Bei den Kelly-Zellen zeigten sich keine 

großen Unterschiede zur Situation in Vollmedium (Abb. 11 und 19).  

Aufgrund der zusätzlichen Hemmung der ALK, deren Bedeutung für das Neuroblastom 2008 entdeckt 

wurde (Mossé et al. 2008), wurden mit Crizotinib bereits zahlreiche Studien durchgeführt. In 

Abhängigkeit von der ALK-Aktivität des Tumorsubtyps ergab sich in vivo insgesamt ein variables 

Ansprechen auf Crizotinib (Mossé et al. 2013; Della Corte et al. 2018; Foster et al. 2021; Berlak et al. 

2022). Die Wirkung von Crizotinib auf c-Met und HGF wurde weniger betrachtet. Allein für das 

Bronchialkarzinom ist beschrieben, dass Crizotinib keinen Einfluss auf die HGF-Freisetzung der Zellen 

hat (Chen et al. 2020), was die hier gezeigten Ergebnisse für die SH-SY5Y-Zellen jedoch nicht 



Diskussion 

111 
 

bestätigten (Abb. 9). Ähnlich wie schon bei Tepotinib könnte die induzierte HGF-Freisetzung der SH-

SY5Y-Zellen unter Crizotinib einen Resistenzmechanismus darstellen, der gegen eine Monotherapie 

mit Crizotinib zur Behandlung des Neuroblastoms mit den Eigenschaften der SH-SY5Y-Zellen spricht. 

Aus der verstärkten Wirkung unter Serumentzug ergeben sich jedoch Möglichkeiten für eine 

Kombinationstherapie. Für Neuroblastome mit Eigenschaften der Kelly-Zellen scheint Crizotinib ein 

wirksamer Therapieansatz zu sein.  

4.2.6	Zusammenfassung:	Inhibitoren		
Für alle untersuchten Inhibitoren konnte bei Inkubation mit beiden Zelllinien für bis zu 72 Stunden 

eine Reduktion der Zellzahl nachgewiesen werden. Unter den Monokinaseinhibitoren Erlotinib, 

Linsitinib und Tepotinib hatte die IGFR-Blockade durch Linsitinib kurzfristig den stärksten Effekt. Im 

Zusammenhang mit den in 4.1 diskutierten Ergebnissen (Abb. 3, 4 und 13, B) bestätigte dies, dass 

IGF2 für Wachstum und Überleben der Zellen eine entscheidende Rolle spielen könnte. 

Überraschenderweise war die Zellzahl nach zehntägiger Behandlung mit Linsitinib jedoch höher als 

nach Erlotinib-Behandlung, während Tepotinib über zehn Tage den geringsten Effekt hatte (Abb. 11 

und 12). Dies könnte sich durch Anpassungsmöglichkeiten der Zelllinien an die Inhibition in Form von 

Rezeptorüberexpression (Abb. 10) und Induktion der Wachstumsfaktorfreisetzung (Abb. 9) erklären 

lassen. Aus den Anpassungsmöglichkeiten der Zelllinien lässt sich schließen, dass eine Anwendung 

von Erlotinib, Linsitinib oder Tepotinib in Monotherapie kein sinnvoller Therapieansatz für das 

Neuroblastom wäre.   

Die Multikinaseinhibitoren BMS-754807 und Crizotinib hatten insgesamt die stärkste kurz- und 

langfristige Wirkung, wobei Kelly-Zellen empfindlicher waren als SH-SY5Y-Zellen (Abb. 5 und 6). Nach 

konstanter Gabe über zehn Tage konnten gerade bei BMS-754807 kaum noch Zellen nachgewiesen 

werden (Abb. 11 und 12). Ursächlich für diesen Unterschied war die deutliche Induktion von 

Apoptose durch BMS-754807 und Crizotinib, während die Monokinaseinhibitoren meist 

ausschließlich die Proliferation reduzierten (Abb. 8). Eine therapeutische Anwendung dieser beiden 

Substanzen für das Neuroblastom wäre demnach eine Möglichkeit, die weiter untersucht werden 

sollte.  

Der Entzug von Serum verstärkte den Effekt aller Inhibitoren bei dreitägiger Behandlung (Abb. 18 und 

20). Wie bereits anhand der beschriebenen Anpassungsmöglichkeiten angedeutet, schien somit die 

Funktionsfähigkeit anderer Wachstumsfaktorsignalwege für die Kompensation der Inhibitorwirkung 

wichtig zu sein. Auch nach zehn Tagen waren bei den Kelly-Zellen kaum noch Zellen nachweisbar 

(Abb. 19). Daraus und aus der starken Wirksamkeit der Multikinaseinhibitoren lässt sich schließen, 

dass für eine optimale Wirksamkeit nicht nur ein Wachstumsfaktorrezeptor, sondern auch weitere 

Rezeptoren und Kinasen inhibiert werden müssen. Diese Erkenntnis konnte in anderen 
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Tumorentitäten bereits bestätigt werden. Kombinationen von EGFR-Inhibitoren wie Erlotinib, 

Gefetinib oder Osimertinib mit dem IGFR-Inhibitor Linsitinib zeigten eine verbesserte Wirksamkeit 

gegen Bronchial-, Mamma-, Ösophagus- und kolorektale Karzinome im Vergleich zur Monotherapie 

(Kang et al. 2022; Shao et al. 2022), da sie die anti-EGFR-Resistenz durch IGFR-Überexpression 

adressieren (Wang et al. 2020). Die verstärkte c-Met-Aktivität bei Bronchialkarzinomen unter 

Erlotinib konnte durch Kombination mit Tepotinib inhibiert und damit das Tumorwachstum reduziert 

werden (Friese-Hamim et al. 2017). An Neuroblastomen wurden entsprechende Kombinationen noch 

nicht untersucht, erscheinen aber vielversprechend.  

Im Gegensatz zu Kelly-Zellen konnten sich SH-SY5Y-Zellen unter Serumentzug an eine Erlotinib- und 

Linsitinib-Gabe anpassen (Abb. 21). Bereits in 4.1 wurde diskutiert, dass eine Beteiligung weiterer 

Wachstumsfaktoren bei SH-SY5Y-Zellen denkbar wäre, unter anderem VEGF. Für eine reine anti-

VEGF-Therapie mit dem monoklonalen Antikörper Bevacizumab konnte für SH-SY5Y-Zellen keine 

wirksame Wachstumsreduktion nachgewiesen werden (Beaudry et al. 2008). Dies gelang jedoch 

durch die Multikinaseinhibitoren Cabozantinib und Vandetanib mit ihrer Aktivität unter anderem 

gegen den VEGF-Rezeptor, c-Met und die Kinase RET (Beaudry et al. 2008; Zhang et al. 2015; 

Daudigeos-Dubus et al. 2017).  

4.3	Wirkung	von	Retinsäure	auf	die	Regulation	von	

Wachstumsfaktoren	und	zusätzlich	zur	

Wachstumsfaktorrezeptorinhibition		
Aufgrund ihrer Wirkung auf Wachstum, Differenzierung und Apoptose von Neuroblastomzellen war 

Retinsäure lange Zeit Teil des multimodalen Therapiekonzeptes zur Behandlung von Hochrisiko-

Neuroblastomen (Peinemann et al. 2016; Chlapek et al. 2018). Berichte von Resistenzentwicklungen 

führten jedoch dazu, dass ihre Anwendung in den aktuellen Leitlinien zurückgestellt wurde 

(Peinemann et al. 2016). Kombinationen von Retinsäure mit anderen Therapeutika zur 

synergistischen Wirkung bleiben jedoch weiterhin vielversprechende Ansätze (Bayeva et al. 2021). In 

der vorliegenden Arbeit sollte daher untersucht werden, ob die Differenzierung mit Retinsäure die 

Regulation der Wachstumsfaktoren und die Wirkung der Wachstumsfaktorinhibitoren beeinflussen 

konnte. Aufgrund der unterschiedlichen Effekte von Retinsäure auf die Zelllinien werden die 

Ergebnisse im Folgenden getrennt diskutiert. 

4.3.1	Kelly-Zellen		
In Kelly-Zellen reduzierte Retinsäure die Proliferationsrate, löste jedoch keinen Zelltod aus (Abb. 22 

und 23), weshalb die Zellen die durchgängige Retinsäurebehandlung über zehn Tage überlebten 
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(Abb. 37). Vergleichbare Effekte wurden für Kelly-Zellen bereits früher beschrieben. Selbst die Gabe 

von 10 µM Retinsäure über sechs Tage verminderte nur die Wachstumsrate, nicht jedoch die 

Viabilität (Preis et al. 1988). Die verminderte Proliferation wurde dabei vermutlich über die 

reduzierte Freisetzung von HGF vermittelt, die nach Retinsäuregabe in Kelly-Zellen zu beobachtet war 

(Abb. 24). In anderen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass die vorgeschaltete 

Signaltransduktion entscheidend dafür ist, wie eine Retinsäuregabe die HGF-Expression beeinflusst 

(Chattopadhyay et al. 2001; Takami et al. 2005). Ist die HGF-Produktion abhängig von anderen 

Wachstumsfaktoren, wie es die bisherigen Ergebnisse nahelegten (vgl. Abschnitt 4.1), wirkt 

Retinsäure als Inhibitor der HGF-Expression (Takami et al. 2005), wie es auch hier gezeigt werden 

konnte (Abb. 24). Außerdem führte die Inkubation mit dem c-Met-Inhibitor Tepotinib bei zehntägiger 

Inkubation zu einer vergleichbaren Reduktion der Proliferationsrate wie Retinsäure (Abb. 11 und 37). 

Dies unterstützt die Vermutung, dass das verlangsamte Wachstum der Kelly-Zellen unter 

Retinsäuregabe auf die reduzierte HGF-Produktion zurückzuführen war.  

Interessanterweise blieben die Mengen von IGF2 auf mRNA- und Proteinebene während der 

Inkubation mit Retinsäure stabil (Abb. 24), obwohl die N-Myc-Proteinmenge und die 

Phosphorylierung von ERK1/2 abnahmen (Abb. 22). Dies ließ sich durch die stabile Aktivität der 

Kinase Akt unter Retinsäuregabe erklären (Abb. 22), die maßgeblich an der IGF2-Expression beteiligt 

sein kann (Santo et al. 2013; Luo et al. 2021).  

Ob die Wachstumsfaktor-vermittelte Signaltransduktion bei Inkubation mit Retinsäure so funktional 

war wie in den Kontrollzellen, blieb jedoch fraglich, da durch Ko-Stimulation mit Retinsäure und EGF, 

HGF oder IGF2 nicht einmal das Kontrollniveau unbehandelter Zellen erreicht werden konnte (Abb. 

26). Im Vergleich dazu konnte ohne Retinsäure das Wachstum durch EGF oder IGF2 deutlich über das 

Kontrollniveau gesteigert werden (Abb. 4). Eine Erklärung lieferte die Regulation der assoziierten 

Rezeptoren. So senkte Retinsäuregabe in Kelly-Zellen die Expression und Proteinmenge des EGFR 

(Abb. 25). Ein vergleichbarer Effekt der Retinsäure wurde bereits in anderen Tumorzellen beobachtet 

(Salvatori et al. 2011). Wie bereits beschrieben, bestehen zahlreiche Interaktionen zwischen den 

Wachstumsfaktorrezeptoren EGFR, IGFR und c-Met, die häufig das Tumorzellwachstum stimulieren. 

Aktivierung des EGFR fördert die Wachstumssteigerung durch IGF2 (Desbois-Mouthon et al. 2006) 

und kann auch c-Met aktivieren (Corso und Giordano 2013). Entsprechend konnte die hier 

beobachtete reduzierte Menge des EGFR zu der geringeren Funktionalität der Wachstumsfaktor-

vermittelten Signaltransduktion beigetragen haben, sodass die Supplementation bei gleichzeitiger 

Retinsäuregabe weniger wirksam war.  

Bei der gemeinsamen Verwendung von Retinsäure und Inhibitoren unterschiedlicher 

Wachstumsfaktorrezeptoren wurden substanz- und konzentrationsspezifische Reaktionen 
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beobachtet. Nur bei Ko-Inkubation mit BMS-754807, das nicht nur die Proliferation hemmte, sondern 

auch am stärksten die Apoptose induzierte, hatte Retinsäure keinen zusätzlichen Effekt (Abb. 28 und 

32). Für die anderen Inhibitoren war die additive Wirkung von Retinsäure konzentrationsabhängig. 

Bei Erlotinib und Linsitinib wurde die Viabilität durch die gemeinsame Gabe mit Retinsäure in allen 

Konzentrationen reduziert, bei Tepotinib in den Konzentrationen von 1 µM und 5 µM und bei 

Crizotinib für 1 µM (Abb. 27 bis 31). Die Ursachen für die veränderten Zellzahlen waren wiederum 

substanzspezifisch, unterlagen jedoch einem gemeinsamen Muster. Da durch Retinsäure generell die 

Freisetzung von HGF reduziert wurde (Abb. 24), kam es für den endgültigen zellulären Effekt durch 

den jeweiligen Inhibitor darauf an, wie stark zusätzlich der IGF2-Spiegel gesenkt und welche 

Rezeptoren blockiert wurden. So führte die EGFR-Inhibition durch Erlotinib bei gemeinsamer Gabe 

von Retinsäure höchstens zu einer verminderten Proliferation (Abb. 32), da IGFR und c-Met noch 

funktionsfähig waren und die Freisetzung von IGF2 nicht signifikant gesenkt wurde (Abb. 34 und 35). 

Ähnliche Ergebnisse wurden für die Ko-Inkubation von Retinsäure und EGFR-Inhibitoren wie Gefitinib 

sowie Erlotinib bereits beschrieben (Lainey et al. 2013; de Almeida et al. 2021). 

Die alleinige Blockade des IGFR durch Linsitinib bei gleichzeitiger Inkubation mit Retinsäure reichte 

ebenfalls nicht aus, um den Zelltod auszulösen, da EGFR und c-Met weiterhin für ihre Liganden zur 

Verfügung standen und die Freisetzung von IGF2 auf Kontrollniveau verblieb (Abb. 34 und 35). 

Entsprechend wurde in Kelly-Zellen unter Linsitinib und Retinsäure lediglich die Proliferation 

reduziert (Abb. 32). Nach Ko-Stimulation mit BMS-754807 und Retinsäure konnte kein zusätzlicher 

Effekt von Retinsäure beobachtet werden (Abb. 28 und 32). Als Multikinase-Inhibitor blockierte BMS-

754807 den IGFR, den Insulinrezeptor, c-Met, TrkA, TrkB, AurA sowie AurB (Carboni et al. 2009), was 

bis auf den EGFR alle untersuchten Rezeptoren einschloss. Deshalb wurde keine additive Wirkung 

von Retinsäure gemessen.  

Überraschend stark war die Wirkung der gemeinsamen Gabe von Tepotinib und Retinsäure, die nicht 

nur die kurzfristige Viabilität reduzierte (Abb. 29), sondern auch deutlich die Caspase-Aktivität 

erhöhte (Abb. 32) und langfristig die Zellzahl senkte (Abb. 37), obwohl IGFR und EGFR nicht 

beeinflusst wurden. Allerdings war die Freisetzung von IGF2 deutlich reduziert (Abb. 34). Diese 

direkte Wirkung auf die IGF2-Spiegel durch die Inhibition von c-Met ist bislang noch nicht 

beschrieben. Denkbar wäre auch, dass durch die Inkubation mit Retinsäure in Kelly-Zellen nicht nur 

die Proliferation reduziert wurde, sondern auch Differenzierungsprozesse initiiert wurden, was 

bereits beschrieben ist (Preis et al. 1988). In differenzierten Zellen hat die HGF-/c-Met-Singalkaskade 

wichtige Funktionen für das neuronale Überleben (Desole et al. 2021), was durch Tepotinib in den 

vorliegenden Experimenten eingeschränkt wurde. Für eine entscheidende Rolle der c-Met-

vermittelten Signaltransduktion in diesem Zusammenhang spricht auch, dass ein vergleichbarer 



Diskussion 

115 
 

Effekt sowohl bei Crizotinib in Vollmedium detektiert wurde (Abb. 30 und 32) als auch für beide c-

Met-Inhibitoren unter serumfreien Bedingungen (Abb. 49). Damit könnte die Hemmung von c-Met 

gemeinsam mit Retinsäure als therapeutisches Konzept getestet werden.  

Auch die Frage, ob Apoptose durch die jeweiligen Inhibitoren in Kombination mit Retinsäure 

induziert wurde oder die Proliferation reduziert, war davon abhängig, wie stark die Spiegel beider 

Wachstumsfaktoren insgesamt gesenkt wurden. Lagen die Mengen beider Wachstumsfaktoren 

unterhalb des Kontrollniveaus, konnte eine Aktivierung der Caspase gemessen werden (Abb. 32 und 

34), was auch die Zellzahl langfristig stark reduzierte (Abb. 37). Blieben die Spiegel von HGF und IGF2 

im Bereich der Kontrollzellen, wurde nur das Wachstum vermindert, das Überleben über zehn Tage 

aber weniger stark gesenkt. Es zeigte sich also, dass die Spiegel von HGF oder IGF2 allein betrachtet 

nicht aussagekräftig waren für den endgültigen Effekt, sondern dass die Kombination aus beiden 

berücksichtigt werden musste.  

Darauf deuten auch die heterogenen Meinungen der Literatur zur Eignung von IGF2 oder HGF als 

prognostischer Marker einer Krebserkrankung hin. IGF2 gilt bei vielen Tumorarten als Indikator für 

eine hohe Malignität mit reduzierter Überlebenswahrscheinlichkeit (Ribeiro und Latronico 2012; 

Dong et al. 2015; Guntiboina et al. 2019). Allerdings können hohe IGF2-Spiegel auch mit einer guten 

Prognose (Han et al. 2006) oder einem frühen Krankheitsstadium (Huang et al. 2014) assoziiert sein. 

Wird bei HGF nur die Expression im Tumor betrachtet, gelten erhöhte Werte als Marker für eine 

schlechte Prognose (Bharti et al. 2004; Dreikhausen et al. 2015). Bei zirkulierendem HGF allerdings ist 

die Situation nicht eindeutig. Die Mehrzahl der Untersuchungen ordneten hohe Spiegel einer 

aggressiven Erkrankung mit reduziertem Überleben zu (Moosavi et al. 2019), andere Studien konnten 

diesen Zusammenhang nicht bestätigen (Dreikhausen et al. 2015). Entsprechend der hier 

dargestellten Ergebnisse sollten beide Wachstumsfaktoren gemeinsam für eine prognostische 

Einschätzung betrachtet werden.  

4.3.2	SH-SY5Y-Zellen		
In SH-SY5Y-Zellen zeigte sich die Retinsäurewirkung abhängig vom Serumgehalt des Mediums, was 

bereits beschrieben wurde (Magalingam et al. 2020). In Vollmedium bedeutete dies eine Verstärkung 

der Akt-Aktivität durch Retinsäuregabe (López-Carballo et al. 2002; Waetzig et al. 2019) sowie eine 

kurzfristige Erhöhung der Zellzahl (Waetzig et al. 2019; Sami Issa et al. 2024). Außerdem wurde bei 

Ko-Inkubation mit mitogenen Stimuli wie EGF oder IGF2 die Viabilität weiter verbessert (Abb. 26). Bei 

gleichzeitiger Gabe von Retinsäure und HGF wurde die Zellzahl allerdings reduziert und blieb nicht 

wie bei alleiniger HGF-Applikation auf Kontrollniveau (Abb. 26). Die Menge des HGF-Rezeptors c-Met 

wurde dabei durch Retinsäure nicht verändert. In Übereinstimmung mit anderen Arbeiten (Salvatori 

et al. 2011) konnte durch Retinsäuregabe jedoch eine Reduktion der EGFR-Menge in SH-SY5Y-Zellen 
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beobachtet werden (Abb. 25). Wie bereits bei den Kelly-Zellen beschrieben, kann die reduzierte 

EGFR-Menge aufgrund seiner kooperativen Wirkung mit c-Met (Corso und Giordano 2013) die 

reduzierte Proliferation unter HGF-Gabe bewirkt haben.  

Ähnlich wie bei den Kelly-Zellen wurde auch in SH-SY5Y-Zellen die HGF-Freisetzung nach 

Retinsäuregabe gesenkt (Abb. 24), was möglicherweise für die kurzfristig veränderten Effekte der 

Wachstumsfaktorrezeptorinhibitoren sorgte, allerdings nicht einheitlich, sondern substanzabhängig. 

Bei Ko-Stimulation von Retinsäure und Erlotinib, Tepotinib oder Crizotinib waren die HGF-Spiegel 

deutlich niedriger als nach Inhibitorgabe allein (Abb. 34), was die höhere Caspase-Aktivität und die 

verminderte Viabilität bei gleichzeitiger Inkubation von Retinsäure mit Erlotinib oder Tepotinib 

erklären kann (Abb. 29, 31 und 32). Warum bei gemeinsamer Gabe von Retinsäure und Crizotinib 

zwar eine gesteigerte Aktivierung von Caspase 3/7 detektiert wurde, aber eine erhöhte Zellzahl nach 

dreitägiger Inkubation (Abb. 30), konnte nicht mit Hilfe der durchgeführten Experimente geklärt 

werden. Eine Möglichkeit ist, dass die Behandlung mit Retinsäure zwar eine Caspase-Aktivierung 

auslöste, die jedoch keine apoptotische Funktion hatte. Gerade bei neuronalen Zellen können 

Caspasen stattdessen auch in Differenzierungsprozesse eingebunden sein (Madadi et al. 2019; 

Dehkordi et al. 2022), die nach Gabe von Retinsäure auch in SH-SY5Y-Zellen beschrieben wurden 

(Påhlman et al. 1984).  

Außerdem schien die Wirkung von Retinsäure in SH-SY5Y-Zellen transient zu sein, da die Zellzahl 

nicht nur nach zehntägiger Inkubation mit Retinsäure wieder auf Kontrollniveau war, sondern auch 

die Ko-Stimulation mit den unterschiedlichen Inhibitoren nach zehn Tagen die Zellzahl nicht stärker 

reduzierte als die alleinige Substanzgabe (Abb. 38). Dieses vorübergehende Ansprechen kann auf die 

Bildung von Resistenzen zurückgehen, die in Neuroblastomen gegenüber Retinsäure beschrieben ist 

(Chlapek et al. 2018). Im Fall der SH-SY5Y-Zellen kann allerdings auch ein nur partielles Ansprechen 

der unterschiedlichen Zellpopulationen dafür verantwortlich sein, was es den undifferenzierten 

Zellen ermöglicht, weiter zu wachsen (Filograna et al. 2015). 

Für eine vollständige Differenzierung durch Retinsäure wird daher begleitend ein reduzierter 

Serumgehalt des Mediums empfohlen (Magalingam et al. 2020). In der vorliegenden Arbeit schien 

Retinsäure dabei die Effekte der fehlenden Wachstumsfaktoren zu verstärken. So blieb der basale 

Zelltod nach dreitägiger Retinsäuregabe zwar noch reduziert, allerdings verminderte sich durch den 

Serumentzug die Proliferation (Abb. 41). Da Serumentzug zusätzlich auch Apoptose auslösen kann 

(Rashid und Coombs 2019), war es wenig überraschend, dass nach zehntägiger Retinsäuregabe unter 

serumfreien Bedingungen die Zellzahl auf 29 Prozent im Vergleich zur alleinig serumdeprivierten 

Kontrolle gesunken war (Abb. 53). Was dazu beigetragen haben konnte, war die nach Serumentzug 

reduzierte Expression und Freisetzung von HGF und IGF2, die durch Retinsäure im Fall von HGF noch 
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weiter gesenkt wurde (Abb. 42). Warum nur das ausgeschüttete HGF-Protein betroffen war und nicht 

die Expression, blieb im Rahmen der vorliegenden Arbeit offen. Denkbar ist, dass eine Retinsäure-

vermittelte Reduktion der intrazellulären Calcium-Spiegel zu einer herabgesetzten Freisetzung von 

HGF führte (Tatsumi 2010; Vesprini et al. 2015). 

Das zelluläre Ansprechen auf exogen zugeführte Wachstumsfaktoren war durch Retinsäure unter 

serumfreien Bedingungen bei der Gabe von IGF2 allein und den Kombinationen aus IGF2 und EGF 

sowie IGF2, HGF und EGF im Vergleich zur Stimulation ohne Retinsäure reduziert (Abb. 44 bis 46), 

was auf eine Veränderung des IGF-Signalwegs hindeutete. Beobachtet wurde eine verminderte 

Proliferation nach Stimulation mit Retinsäure und IGF1 schon vorher (Wu et al 1997), allerdings ohne 

mechanistische Begründung. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit deuten darauf hin, dass nur die 

Kombination aus Retinsäure und Serumentzug zu diesem Effekt führten und nicht eine ausschließlich 

auf Retinsäure beruhende Veränderung der IGF-Signaltransduktion, wie es in anderen Tumorzellen 

beschrieben wurde (Freemantle et al. 2002; Cesi et al. 2004). Vorstellbar wäre eine Regulation über 

die veränderten Proteinmengen von EGFR und IGFR, die beide durch Serumdeprivation reduziert 

wurden (Abb. 14). Bei der Stimulation mit Wachstumsfaktoren unter serumfreien Bedingungen 

wurde die Induktion von EGFR und IGFR bei zusätzlicher Gabe von Retinsäure deutlich gesenkt, was 

auch zu geringeren Proteinmengen führte (Abb. 47). Damit wäre eine verminderte Reaktion auf 

exogen gegebene Wachstumsfaktoren erklärbar. Bekannt ist die Reduktion der EGFR-Expression 

durch Retinsäure (Salvatori et al. 2011), was zu einer Destabilisierung von IGFR beitragen kann 

(Riedemann et al. 2007) und damit die Wirkung von supplementiertem IGF2 herabsetzen würde.  

Wurden die Zellen unter serumfreien Bedingungen mit den unterschiedlichen Inhibitoren und 

Retinsäure behandelt, war nach drei Tagen kein zusätzlicher Effekt von Retinsäure erkennbar. Eine 

Ausnahme bildete die gleichzeitige Inkubation von Tepotinib und Retinsäure, die die Zellzahl stärker 

reduzierte als Tepotinib allein (Abb. 48). In Vollmedium verstärkte die Gabe von Tepotinib die 

Freisetzung von HGF, während die ausgeschüttete Menge von IGF2 konstant blieb (Abb. 9). Sowohl 

Serumdeprivation als auch Retinsäure senkten die Spiegel beider Wachstumsfaktoren (Abb. 42), was 

bei zusätzlicher Stimulation mit Tepotinib die geringere Viabilität verursacht haben könnte.  

Langfristigig war das Überleben unter serumfreien Bedingungen bei gleichzeitiger Inkubation von 

Erlotinib und Linsitinib jeweils mit Retinsäure deutlich geringer als mit den Inhibitoren allein, 

während bei Ko-Stimulation von Crizotinib und Retinsäure etwas mehr Zellen vorhanden waren, 

allerdings auf sehr geringem Niveau (Abb. 50). Damit hatte die Kombination aus Serumentzug und 

Retinsäuregabe bislang den stärksten Effekt auf die langfristige Reduktion der Zellzahl. Da 

Serumdeprivation die Aktivität von ERK1/2 reduzierte und auch die zusätzliche Gabe von Retinsäure 

daran nichts änderte (Abb. 41), wurden nachgeschaltet die Freisetzung von HGF und IGF2 gesenkt 
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sowie die Proteinmengen von EGFR und IGFR (Abb. 42 und 43), was insgesamt die geringe Zellzahl 

erklärte (Jiang et al. 1997; Riedemann et al. 2007; Chou et al. 2011; Santo et al. 2013; Luo et al. 

2021). Dass die Erlotinib-behandelten Zellen unter serumfreien Bedingungen nicht so stark betroffen 

waren wie die anderen Zellen könnte darauf zurückzuführen sein, dass SH-SY5Y-Zellen EGF nicht 

endogen freisetzten und deshalb eine Blockade von EGFR nur kooperative Interaktionen mit IGFR 

oder c-Met einschränkte, jedoch nicht die endogenen Wachstumsfaktorkaskaden vollständig 

blockierte. 

4.3.3	Zusammenfassung:	Retinsäure	
Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass Retinsäure allein sich nicht zur therapeutischen 

Nutzung bei Neuroblastomzellen wie Kelly- und SH-SY5Y-Zellen eignete, da kein Zelltod induziert 

wurde. Selbst bei einer zusätzlichen Blockade von einzelnen Wachstumsfaktorrezeptoren war kein 

einheitlicher und langfristiger Effekt zu beobachten. Gerade vor dem Hintergrund der zahlreichen 

unterwünschten Wirkungen ist deshalb fraglich, ob Retinsäure in Zukunft in der 

Neuroblastomtherapie einen Stellenwert haben wird.  
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5	Zusammenfassung		
Neuroblastome sind maligne Tumoren des peripheren sympathischen Nervengewebes und stellen 

die zweithäufigste solide Tumorentität im Kindesalter dar. Die Prognose variiert von 

Spontanregression bis hin zu letalen Verläufen bei Hochrisikotumoren, die effektive 

Therapiestrategien benötigen.  Ein Therapieansatz, der bei anderen Tumorentitäten bereits 

vielversprechend eingesetzt wird, richtet sich gegen Wachstumsfaktoren und ihre assoziierten 

Rezeptoren. Daher sollten in der vorliegenden Arbeit die Rolle der Wachstumsfaktoren für das 

Neuroblastom eingeschätzt und mögliche Therapieoptionen abgeleitet werden. Untersucht wurden 

die Wachstumsfaktoren EGF, IGF und HGF an den Neuroblastomzelllinien Kelly und SH-SY5Y.  

Zunächst wurden die endogene Wachstumsfaktorproduktion, die Rezeptoren und die Folgen einer 

Wachstumsfaktorbindung unter optimalen Bedingungen und unter Serumentzug betrachtet. Die IGF-

Isoform IGF2 wurde vor allem durch Kelly-Zellen produziert und auch unter Serumentzug 

aufrechterhalten. IGF2-Supplementation bewirkte von allen Wachstumsfaktoren die stärkste 

Wachstumssteigerung, auch eine autokrine Wirkung schien bei den Kelly-Zellen möglich. Für eine 

optimale Wirkung war jedoch die Kombination mit EGF und HGF erforderlich, die auf verschiedenen 

Ebenen mit IGF2 interagieren konnten. Dazu gehörten die gemeinsame Aktivierung der Kinasen 

ERK1/2 und Akt sowie die Aufrechterhaltung der Wachstumsfaktorrezeptoren. EGF wurde durch 

keine der beiden Zelllinien selbst produziert, HGF unter Optimalbedingungen vor allem durch SH-

SY5Y-Zellen.  

Mittels gezielter Inhibition der Wachstumsfaktorrezeptoren sollten einzelne oder mehrere 

Signalwege ausgeschaltet werden, um die Folgen für Zellwachstum und –überleben herauszustellen. 

Verwendet wurden die Monokinaseinhibitoren Erlotinib (EGFR), Linsitinib (IGFR) und Tepotinib (c-

Met) sowie die Multikinaseinhibitoren BMS-754807 (IGFR) und Crizotinib (c-Met), die zusätzliche 

zelluläre Angriffspunkte besaßen. Unter den Monokinaseinhibitoren zeigte die IGFR-Inhibition durch 

Linsitinib kurzfristig den stärksten Effekt und bestätigt damit die wichtige Rolle von IGF2 für das 

Zellüberleben. Langfristig konnten sich jedoch beide Zelllinien durch Rezeptorüberexpression und 

Induktion der endogenen Wachstumsfaktorfreisetzung an die Monokinaseinhibitoren anpassen. Dies 

schließt sie für eine sinnvolle Therapie des Neuroblastoms aus. Die Multikinaseinhibitoren hingegen 

zeigten eine starke Wirksamkeit, unter anderem durch Auslösung der Apoptose.  Dass die Inhibition 

mehrerer Rezeptoren und Kinasen einen wirksamen Therapieansatz darstellen kann, bestätigt auch 

die verbesserte Wirksamkeit der Monokinaseinhibitoren in Medium ohne Serum.  

Retinsäure kann in Neuroblastomzellen Differenzierungsprozesse auslösen und wurde lange Zeit 

therapeutisch eingesetzt. Daher sollte ihr Einfluss auf die Wachstumsfaktoren und Inhibitoren bei 

den untersuchten Zelllinien mit betrachtet werden.  
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Retinsäuregabe bewirkte in beiden Zelllinien eine Reduktion der HGF-Freisetzung, die bei den Kelly-

Zellen zu einer reduzierten Proliferation führte. Zudem wurde bei beiden Zelllinien die EGFR-

Expression durch Retinsäure vermindert, sodass die Wirksamkeit der interagierenden 

Wachstumsfaktoren insgesamt herabgesetzt war. Trotzdem konnte nur bei den Kelly-Zellen die 

Wirkung der c-Met-Inhibitoren Tepotinib und Crizotinib durch Retinsäure verstärkt werden. Bei den 

SH-SY5Y-Zellen gelang eine Wirkverstärkung der Inhibitoren nur unter Serumentzug.  

Insgesamt ergeben sich aus der vorliegenden Arbeit folgende Therapieoptionen für das 

Neuroblastom: Die pleiotropen Substanzen BMS-754807 und Crizotinib zeigen eine gute 

Wirksamkeit. Ebenso sind Kombinationen der verschiedenen Inhibitoren von EGFR, IGFR und c-Met 

vielversprechend, auch weitere Wachstumsfaktoren kämen als Kombinationspartner in Betracht. 

Retinsäure könnte in Kombination mit den c-Met-Inhibitoren weiter getestet werden, sollte vor dem 

Hintergrund der uneinheitlichen Wirkung und ausgeprägten Nebenwirkungen jedoch zurückhaltend 

bewertet werden.  
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