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1.  Arbeitshypothese und Fragestellung

Cholezystokinin2-Rezeptoren (CCK2-Rezeptoren) werden in zahlreichen Geweben des

Gastrointestinaltraktes, im Gehirn und in menschlichen Tumoren gefunden. Seit Mitte

der neunziger Jahre ist bekannt, dass sie zudem in der menschlichen Niere in hoher

Dichte exprimiert werden. Über das Vorkommen des CCK2-Rezeptors in humanen

Nierenzell-Karzinomen gibt es bislang keine Angaben in der Literatur. CCK2-

Rezeptoren können in normalen und in tumorös entarteten Geweben Zellwachstum

vermitteln. Am besten bekannt sind hierbei die CCK2-Rezeptor-tragenden ECL

(enterochromaffine-like)-Zellen des Magens, die bei Zuständen von Hypergastrinämie

proliferieren und u.U. in ECL-Karzinoide entarten können.

Die Funktion der CCK2-Rezeptoren in der Niere ist noch nicht vollständig aufgeklärt.

Bisherige Untersuchungen weisen jedoch darauf hin, dass sie auch dort Wachstum

anregen.

In dieser Arbeit werden MDCK-Zellen, eine heterologe Sammelrohrepithel-Zelllinie vom

Hund, untersucht, um den wachstumsvermittelnden Effekt von CCK2-Rezeptoren an

Nierenzellen weiter zu charakterisieren. Vor dem Hintergrund, dass sich bei

feingeweblichen Untersuchungen der  Meerschweinchenniere die Sammelrohre und

Tubuli durch eine hohe CCK2-Rezeptor-Expression ausgewiesen hatten (de Weerth et

al., 1998), wurde hier angenommen, dass MDCK-Zellen ebenfalls CCK2-Rezeptor-

positiv sind.

Da bisherige Untersuchungen an MCT-Zellen (renale murine Tubuluszellen) zeigten,

dass  diese gastrinsensibel waren und proliferierten (de Weerth et al., 1998), wurde die

Hypothese aufgestellt, dass Gastrin auch in MDCK-Zellen eine Rolle als

Wachstumsfaktor spielt.
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Als erstes sollte in dieser Arbeit die CCK2-Rezeptor-Präsenz in den MDCK-Zellen

überprüft werden. Parallel dazu untersucht werden, ob CCK2-Rezeptoren in humanen

Nierenzellkarzinomen exprimiert werden.

Anschließend sollte untersucht werden, ob die MDCK-Zellen durch Gastrin

proliferieren.

Mitogene Signale werden in der Mehrzahl der Zellen über eine Involvierung von MAP

(mitogen activated protein)-Kinasen, weitergeleitet. Bei Zellen, die durch Gastrin

wachsen, sind aber auch MAPK-unabhängige Signaltransduktionswege beschrieben

worden. Daher sollte geklärt werden, ob einem Gastrin-induzierten Wachstum von

MDCK-Zellen eine Aktivierung der MAPK-Kaskade mit Phosphorylierung der

Signalproteine Raf, MEK und ERK zu Grunde liegt.
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2.  Einleitung

2.1  Das Peptidhormon Gastrin

Gastrin und Cholezystokinin (CCK) gehören zu einer Familie gastrointestinaler

Hormone, die sehr unterschiedliche Funktionen im Gastrointestinaltrakt und im

zentralen Nervensystem regulieren (1). Beide Peptidhormone weisen eine identische

COOH-terminale Pentapeptidstruktur auf. CCK entsteht aus einer 115 Aminosäuren

langen Vorstufe und kommt beim Menschen prozessiert vor allem in 8- und 58-

Aminosäureformen vor (2). Es wird in intestinalen neuroendokrinen Zellen und

Neuronen gebildet. Gastrin entsteht aus dem 101 Aminosäuren langen Prepro-Gastrin

und kommt prozessiert in Form eines 17 und eines 34 Aminosäuren langen Peptids vor

(1). Gastrin-34 wird vor allem im Hypophysenvorderlappen, Gastrin-17 zu neunzig

Prozent in den G-Zellen des Magenantrums gebildet (3). Für CCK und Gastrin gilt,

dass sie ihre volle biologische Aktivität durch die α−Amidierung des C-terminalen

Endes entfalten (4). Die Sekretion von Gastrin-17 in die Zirkulation wird stimuliert durch

in der Nahrung enthaltene Aminosäuren, Peptide und Kalzium sowie durch das

Gastrin-releasing peptide (GRP) (5).

Die wichtigsten Funktionen von Gastrin im Magen-Darm-Trakt sind die Stimulierung

der Magensäuresekretion und die Kontraktion von glatten Muskelzellen im Magen (6-

8). Die Stimulierung der Magensäurebildung geschieht auf zwei Wegen: direkt über

eine Aktivierung von H+/K+-ATPasen in Parietalzellen (9) und indirekt, indem Gastrin

eine Freisetzung von Histamin aus ECL (enterochromaffine-like)-Zellen bewirkt.

Histamin gelangt über parakrine Diffusion zu den Parietalzellen und induziert dort die

Magensäurebildung (10) (Abbildung 2.1).

Hypergastrinämische Zustände wie beim Zollinger-Ellison-Syndrom können daher

Ursache von peptischen Ulcera sein. Weiterhin besitzt Gastrin trophische Effekte auf

die Magenmukosa, zum Beispiel auf ECL-Zellen (10-12). Eine chronische

Hypergastrinämie erhöht das Risiko von ECL-Zell-Hyperplasien und endokrinen
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Magentumoren (Karzinoiden) (11, 13). Auch auf Karzinome des Magens und

Dickdarms besitzt Gastrin eine proliferative Wirkung (1, 10, 14-17).

2.2  Der CCK2-Rezeptor

Gastrin vermittelt seine Wirkungen wie sein verwandtes Peptidhormon Cholezystokinin

über einen Cholezystokinin-Rezeptor. CCK-Rezeptoren gehören zur Familie der G-

Protein-gekoppelten Rezeptoren und bestehen aus sieben transmembranären

Domänen, die in der Plasmamembran verankert sind (18, 19). Nach Bindung von

Hormonen an diese Rezeptoren kommt es über die Kopplung an heterotrimere G-

Proteine zur Aktivierung von Phospholipase C. Dieses Enzym bewirkt eine

intrazelluläre Freisetzung der „second messenger“ Diacylglycerin (DAG) und

Inositoltrisphosphat (IP3). Durch DAG werden weitere Proteinkinasen aktiviert, die

andere Enzyme, Transkriptionsfaktoren und Rezeptoren phosphorylieren können. IP3

führt zu einer Erhöhung der zytosolischen Kalziumkonzentration und setzt dadurch

ebenfalls weitere zelluläre Prozesse, wie z.B. die Aktivierung von Proteinkinasen, in

Gang (Abbildung 2.2).

Es sind bis heute zwei CCK-Rezeptor Subtypen differenziert worden: der CCK1-

Rezeptor (auch Typ-A (Azinus) Rezeptor) und der CCK2-Rezeptor (auch Typ-B (Brain)

Abb. 2.1: Magensäurebildung durch Gastrin
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Rezeptor), wobei die Affinität von Gastrin ebenso wie die des spezifischen

Antagonisten L-365,260 zum CCK2-Rezeptor wesentlich größer ist (9, 18, 19-21).

CCK1- und CCK2-Rezeptoren sind in verschiedenen Organen des menschlichen

Gastrointestinaltraktes (z.B. Magenkorpus, Gallenblase, Pankreas) gefunden und ihre

Vermittlung von wichtigen Funktionen bei der endokrinen Regulierung der Verdauung

ausführlich beschrieben worden (1, 22-28). CCK1- und CCK2-Rezeptoren wurden auch

im Gehirn nachgewiesen und sind dort möglicherweise unter anderem an

dopaminergen Wirkungen beteiligt (22, 29).

Weiterhin wurden CCK1- und CCK2-Rezeptoren in gastrointestinalen und

extraintestinalen Malignomen gefunden. Reubi et al. konnten 1997 mittels Rezeptor-

Autoradiographie die Präsenz von CCK2-Rezeptoren in verschiedenen menschlichen

Tumoren nachweisen, unter anderem im Medullären Schilddrüsenkarzinom,

Kleinzelligen Bronchialkarzinom, Astrozytom, Ovarialkarzinom, Kolorektalem Karzinom

und in Lymphomen. In humanen Nierenzell-Karzinomen waren sie nicht nachweisbar

(10, 31). Proliferative Effekte über den CCK2-Rezeptor sind unter anderem im

menschlichen Magenkarzinom, Kolonkarzinom, Leyomyosarkom, Neuroblastom und

Kleinzelligen Bronchialkarzinom nachgewiesen worden (1, 9, 10, 14-17, 30, 32).

Die Expression von CCK2-Rezeptoren in der menschlichen Niere wurde von Wank

1995 im Rahmen der Klonierung der humanen CCK1- und CCK2-Rezeptoren entdeckt

(9). 1998 wiesen de Weerth et al. CCK2-Rezeptor-Transkripte in der Niere des

Meerschweinchens nach und zeigten anhand von immunhistologischen

Untersuchungen, dass der Rezeptor an Sammelrohren, Tubuli, Glomeruli und

Mesangiumzellen exprimiert wird (33, 34). Die bisherigen Daten weisen darauf hin,

dass der CCK2-Rezeptor an der Niere Wachstum vermittelt. Zuverlässige Daten liegen

für proximale Tubuluszellen (MCT) (33), eine humane Nephroblastomzelllinie (G401)

(14) und humane embryonale Nierenzellen (HEK 293) (35) vor. Daneben konnte
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nachgewiesen werden, dass Gastrin bei Tubulus- und Sammelrohrzellen der Ratte

signifikante Veränderungen der Natrium- und Kaliumresorption bewirkt, vermittelt über

den CCK2-Rezeptor (36).

2.3  Die MDCK-Zelllinie

Die vorliegende Arbeit beschäftigt sich ebenfalls mit einer renalen Zelllinie, der Madin

darby canine kidney (MDCK)-Zelllinie, in der die Funktion des CCK2-Rezeptors

hinsichtlich Proliferation untersucht werden soll.

Bei den MDCK-Zellen handelt es sich um heterogene Sammelrohrepithelzellen vom

Hund. Gekle et al. klonten 1994 zwei Subtypen der MDCK-Zelllinie und stellten fest,

dass diese trotz gleicher Kulturbedingungen beständig verschiedene morphologische

und funktionelle Eigenschaften zeigten. Sie nannten sie C7- und C11-Zellen (37).

Auch das renale Sammelrohr besteht aus zwei Zelltypen: Hauptzellen, die Kalium

sezernieren und Natrium resorbieren, und Zwischenzellen, die für den transepithelialen

Säure-Base-Transport zuständig sind (38-39). Die Zwischenzellen lassen sich weiter in

A-Zwischenzellen und B-Zwischenzellen unterteilen, die sich in der apikalen

beziehungsweise basolateralen Lokalisation ihrer membranständigen H+-ATPasen und

Cl/HCO3-Austauscher unterscheiden (40-41). Aufgrund ihrer umfangreichen

Untersuchungen, insbesondere über den transepithelialen Ionentransport,

charakterisierten Gekle et al. MDCK C7 als Modell für Hauptzellen und C11 für

Zwischenzellen des Sammelrohres (37).

2.4  Signaltransduktion

Ein wichtiger Teil dieser Arbeit ist die Untersuchung der intrazellulären Mechanismen,

die in MDCK-Zellen mitogene Signale von der Zelloberfläche bis zum Kern leiten.

Nach der Bindung von Gastrin an den CCK2-Rezeptor und der Aktivierung des

Rezeptor-gekoppelten G-Proteins verlaufen die Signalwege je nach Zelltyp in

unterschiedliche Richtungen: bei AR4-2J-Zellen (Pankreas-Adenokarzinom, Ratte), die
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nach Gastrinstimulation wachsen, kommt es zu einer Phosphorylierung von Shc und

Aktivierung der MAPK-Kaskade (31, 42-44) und zur Induktion des „early response“-

Gens c-fos (45). In GH3-Zellen (Hypophyse, Ratte) bewirkt Gastrin eine identische

Proliferationsantwort, jedoch ohne MAPK- oder c-fos- Aktivierung. Hier sind noch nicht

bekannte Signalwege verantwortlich, die durch eine Ca2+-Freisetzung aktiviert werden

(46).

Die MAPK-Kaskade ist bei wachsenden Zellen sehr gut charakterisiert und vielfach

untersucht worden (11, 31, 42, 45-47) MAPKs, auch ERKs (extracellular regulated

protein kinases) genannt, werden von weiteren Proteinkinasen (MAPKK= MEK,

MAPKKK= Raf) durch Phosphorylierung aktiviert, und zwar in der Reihenfolge: p-Raf –

p-MEK – p-ERK (48, 49) (Abbildung 2.2). Die ERKs stimulieren andere zelluläre

Enzyme sowie nukleäre Transkriptionsfaktoren wie Elk-1 und Sap-1a. Diese wiederum

regulieren die Aktivität des Promotors für das Protoonkogen c-fos (50).

Die MAPK-Kaskade kann über verschiedene Wege in Zellen aktiviert werden, z.B. über

eine Ca2+-vermittelte Phosphorylierung der Signalproteine Src und Shc, oder direkt

durch die Proteinkinase C (PKC) (10) ((Abbildung 2.2).

In dieser Arbeit soll geprüft werden, ob eine vermehrte Phosphorylierung von MAPKs

für die Proliferation der MDCK-Zellen verantwortlich ist. Dafür wurden die Zellen mit

Gastrin stimuliert. In Western Blots erfolgte die Detektion der phosphorylierten Proteine

der MAPK-Kaskade mittels spezifischer Antikörper.
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Abb. 2.2: Die Aktivierung des CCK2-Rezeptors führt nach Spaltung von PIP2 in DAG und IP3

zur Phosphorylierung der MAPK-Signalproteine auf zwei Wegen: 1. DAG-vermittelte

Aktivierung der PKC. 2. IP3-vermittelte Kalziumfreisetzung aus dem Endoplasmatischen

Retikulum und Aktivierung von zytosolischen Adapterproteinen wie Src und Shc.

Abkürzungen siehe Abkürzungsverzeichnis.
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2.5 Zielsetzung

Diese Arbeit untersucht die Funktion des CCK2-Rezeptors hinsichtlich Proliferation in

MDCK-Zellen, einer renalen Sammelrohrepithel-Zelllinie vom Hund.

CCK2-Rezeptoren werden in der humanen Niere exprimiert (9), im Tiermodell ist ihre

prädominante Lokalisation an Tubuli und Sammelrohren festgestellt worden (33, 34).

Die Funktion der CCK2-Rezeptoren in der Niere ist noch nicht genau bekannt, jedoch

liegen Hinweise auf einen Gastrin-induzierten Wachstumseffekt vor (14, 33, 35).

Da der Nachweis erbracht worden war, dass CCK2-Rezeptoren auf renalen

Sammelrohrzellen exprimiert werden (33, 34), wurde hier angenommen, dass MDCK-

Zellen ebenfalls CCK2-Rezeptor-positiv sind.

Vor dem Hintergrund, dass MCT-Zellen (renale murine Tubuluszellen) durch Gastrin

stimuliert werden konnten und dadurch proliferierten, wurde die Hypothese aufgestellt,

dass Gastrin auch in MDCK-Zellen eine Rolle als Wachstumsfaktor spielt.

Zunächst sollte die CCK2-Rezeptor-Präsenz in den MDCK-Zellen überprüft werden.

Gleichzeitig sollte das Vorkommen von CCK2-Rezeptoren in humanen

Nierenzellkarzinomen untersucht werden. Anschließend sollte untersucht werden, ob

Gastrin in MDCK-Zellen Wachstum induziert und über welche Signaltransduktionswege

dieses vermittelt wird.
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3.  Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Medien

MEM with Earle’s salts M0 MEM with Earle’s salts+ 1% Penicillin/

Streptomycin

Gibco

MEM with Earle’s salts M1 MEM with Earle’s salts+ 5% Fetales

Rinderserum (FCS)+ 1%

Penicillin/Streptomycin

Gibco

MEM with Earle’s salts M2 MEM with Earle’s salts+ 10% FCS+ 1%

Penicillin/Streptomycin

Gibco

3.1.2  Lösungen

ECL-Lösung (Enhanced

ChemiLuminescence)

20% ECL-1, 20% ECL-2, Aqua dest Amersham

25% Trypanblau 25% Trypanblau in Merck

0,9% NaCl Sigma

5% Magermilch in TBS/T 5% Magermilch in Nestle

TBS/Tween s.u.

1% BSA/ PBS 1% BSA (bovine serum albumin) in Pierce

PBS (phosphate buffered saline) Gibco

BCA-Reaktionsgemisch Reagenz A (Bicinchoninic acid)+ Reagenz

B (4% Kupfersulfatlösung) (51:1)

Pierce

DAB Plus-Substratlösung Substratpuffer+ 2% DAB Chromogen Dako

Corporation

Gastrin-Stammlösung 10-3M Gastrin in Bachem

25% NH4OH Bio-Rad

EGF-Stammlösung 10-4M EGF in Aqua dest Bachem

L-365,260-Stammlösung 10-4 L365,260 in Merck

40% DMSO Sigma

PCR-Reaktionsansatz 10x PCR-Puffer, 10mM dNTP- Mix, Taq-

Polymerase, H2O

Invitrogen

Reverse Transkription-

Reaktionsansatz

10x First strand buffer, 50mM MgCl2,

10mM dNTP-Mix, DTT (Dithiothreitol)

Invitrogen



Material und Methoden

14

3.1.3  Puffer

Lysis-Puffer (pH 7,5-7,6) 50mM Hepes pH 7,6 Sigma

4mM EDTA (Ethylendiamintetraessigsäure) Sigma

150mM NaCl Sigma

1% Triton X 100 Merck

2mM PMSF (Phenylmethansulfonylfluorid) Sigma

2µg/ ml Aprotinin Sigma

5µg/ ml Leupeptin Sigma

2mM Natriumvanadat Sigma

100mM Natriumflourid Sigma

50mM Natriumpyrophosphat Sigma

Laufpuffer (pH 8,3) 25mM Tris-Base Invitrogen

192mM Glycin Carl Roth

GmbH& Co

0,1% SDS (Sodiumdodecylsulfat) Bio Rad

TBS/Tween 1x Tris-Base Invitrogen

0,1% Tween-20 Merck

Lämmli-Puffer 0,01% Bromphenolblau Merck

10mM Natriumhydrogenphosphat/

Natriumdihydrogenphosphat, pH=7,

Merck

10% Glycerol Sigma

2% SDS Bio Rad

Sammelgelpuffer 0,5M Tris-Base pH= 6,8 Invitrogen

Trenngelpuffer 1,5M Tris-Base, pH= 8,8 Invitrogen

Semy-Dry-Blotpuffer

(pH=9,2)

48mM Tris-Base Invitrogen

1,3mM SDS Bio Rad

20% Methanol Merck

21mM Glycin Carl Roth

GmbH& Co

Blockpuffer (pH=7,4) 25 mM Tris Invitrogen

137mM NaCl Sigma

5% Magermilch in 0,1% TBS/Tween s.o.

EDTA-Puffer O,2g EDTA, 8,0g NaCl, 0,2g KCl, 1,15g Sigma

Na2HPO4, 0,2g KH2PO4, ad 1000ml Aqua

dest
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3.1.4 Zellen

MDCK-Zellen Physiologisches Institut der Universität Würzburg (30)

3.1.5 SDS-Polyacrylamid-Gele

4% Sammelgel (2 Gele) 0,5ml 40% Acrylamid/BIS, 1,25ml

Sammelgelpuffer, 3,2ml Aqua dest, 50µl

10% SDS, 50µl 10%, Ammoniumpersulfat,

10µl Temed (N,N,N,N‘-Tetra-methyl-

ethylenediamine)

Bio Rad

10% Trenngel (für 2 Gele) 3,75ml 40% Acrylamid/BIS, 3,75ml

Trenngelpuffer, 7,19ml Aqua dest, 150µl

10% SDS, 150µl 10% Ammoniumpersulfat,

7,5µl  Temed

Bio Rad

3.1.6 Hormone

Gastrin 17-I (human) Pyr-Gly-Pro-Trp-Leu-Glu-Glu-Glu-Glu-Glu-

Ala-Tyr-Gly-Trp-Met-Asp-Phe-NH2

Bachem

EGF (Epidermal Growth

Factor) (mouse)

Bachem

L-365,260 CCK2-Rezeptor-Antagonist Merck

3.1.7 Antikörper

Anti-Huhn Immunglobulin Y vom Kaninchen, Peroxidase-konjugiert Dianova

Anti-humaner CCK2-Rezeptor SA 16 vom Huhn siehe (34)

Anti-Kaninchen DAKO EnVision Polymer von der Ziege DAKO

Anti-phospho-MEK1/2 (Ser 217/221) vom Kaninchen Cell

Signaling

Anti-phospho-p44/42 MAP Kinase (Thr 202/Tyr 204) vom Kaninchen Cell

Signaling

Anti-phospho-Raf (Ser 295) vom Kaninchen Cell

Signaling

Anti-rabbit IgG, Meerretich-Peroxidase-konjugiert Cell

Signaling

Anti-rabbit IgG, Meerrettich-Peroxidase-konjugiert Cell

Signaling
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3.1.8  Substanzen

Aceton Merck

Agarose Eurogentec

DAB (Diaminobenzidin) Chromogen Dako

dNTP-Mix 10 mM Invitrogen

Entellan Merck

Ethydiumbromid Sigma

Hämalaun-Lösung Merck

Isopropanol Merck

Oligo dt Primer Invitrogen

PBS (phosphate buffered saline) Gibco

Primer (CCK2 und ß-Actin) Invitrogen

RNase H Invitrogen

Superscript II Reverse Transkriptase Invitrogen

Taq-Polymerase Invitrogen

Trypsin-EDTA Gibco

3.1.9  Geräte

8-Kanal-Pipette Eppendorf

Absauggerät Miniport Servox

Agarosegelelektrophoresekammer Biometra

Brutschrank Heraeus

Kamera (Immunzytochemie) Leica

Kamera (PCR) Polaroid

Lichtmikroskop Olympus

Mikrotiterplatten-Reader EL 808 Bio Tek

Instruments

Multipette Eppendorf

Photometer Jenway

Röntgenfilm-Entwicklungsgerät Curix 160 Agfa

Röntgenfilmkassette Rego

SDS-Gelelektrophoresekammer Bio Rad

T3 Thermocycler Biometra

Werkbank Heraeus

Zentrifuge Sigma 3K30 Braun
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3.2  Methoden

3.2.1  Zellkultur

Für die Experimente wurde die Madin darby canine kidney (MDCK)-Zelllinie eingesetzt.

Es handelt sich hierbei um Sammelrohrzellen der Hundeniere. Die MDCK-Zelllinie

besteht aus zwei Subtypen, C7 und C11, welche beide den CCK2-Rezeptor

exprimieren.

Die Zellen wurden in 162cm2 Zellkulturflaschen mit 25ml MEM M2 bei

Standardbedingungen gehalten (37°C, 5% CO2). Das Medium wurde 2x/ Woche

gewechselt. Innerhalb von einer Woche erreichten die MDCK-Zellen eine Konfluenz

von 90-95% und wurden passagiert. Dafür wurden sie mit EDTA-Puffer inkubiert

(15min, 37°C), so dass die Zellgrenzen sichtbar wurden. Anschließend wurden sie mit

5ml Trypsin-EDTA inkubiert (15min, 37°C) und danach durch Klopfen auf die

Kulturflasche abgelöst. Die Zellsuspension wurde mit MEM M2 aufgefüllt und für 5min

bei 1000x g zentrifugiert. Nach Resuspension mit neuem MEM M2 wurden die Zellen

wieder ausgesät.

Für Zählversuche wurden sie in 12-Loch-Platten (3,1cm2 Kulturfläche), für BrdU-

Assays in 96-Loch-Platten (0,36cm2 Kulturfläche), für Proteinisolierungen in

Plastikschalen (10cm2 Kulturfläche) und für die Immunzytochemie auf Objektträger

ausgesät.

3.2.2  Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die PCR ist eine Methode zur selektiven Vervielfältigung einer spezifischen DNA-

Sequenz. Dabei wird der gesuchte DNA-Abschnitt durch zwei synthetische

Oligonukleotide begrenzt und von einer thermostabilen Taq-Polymerase in mehreren

Zyklen amplifiziert, in denen sich Denaturierung der Doppelstränge, Primerbindung und

Neusynthese regelmäßig wiederholen.
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Das PCR-Verfahren wurde benutzt, um die Expression des CCK2-Rezeptors in MDCK

C7- und C11-Zellen anhand der komplementären DNA (cDNA) nachzuweisen. Die

cDNA entsteht durch Umschreiben der gesamten mRNA mit Hilfe der Reversen

Transkriptase und spiegelt somit das Expressionsmuster der Zelle wider.

Herstellung der cDNA: Nach RNA-Isolierung aus MDCK C7- und C11-Zellen mit dem

TriReagent-Kit (Molecular Research Center Inc.) nach Gebrauchsanleitung erfolgte die

Herstellung der cDNA unter Verwendung des Invitrogen’s cDNA-SyntheseKits. Der

Reaktionsansatz enthielt 1µg RNA auf 11µl DEPC H2O und 1µl Oligo dt-Primer. Nach

Inkubation im Biometra T3 Thermocycler für 10min bei 70°C wurde bei 4°C 7µl

Reverse-Transkription-Mix ergänzt, bei 42°C erfolgte nach Zugabe von 1µl Superscript

II Reverse Transkriptase für 50min die cDNA-Synthese. Nach Inkubation bei 70°C für

10min wurde die RNA unter Zugabe von 1µl RNase H bei 37°C für 20min verdaut.

Durchführung der PCR: Es wurde ein Reaktionsansatz von 71,5µl verwendet mit 32,5µl

10x PCR-Puffer, 26µl Nukleotidtriphosphate (NTPs), 1,625µl Taq Polymerase und

11,375µl H2O.

Innerhalb von 35 Zyklen wurde im Biometra T3 Thermocycler folgendes

Temperaturprofil verwendet: 60sek bei 94°C, 60sek bei 60°C, 120sek bei 72°C. Die

folgenden Primer wurden benutzt:

CCK2-human 601/1320:

                vorwärts 5‘ CGTGTGCTGCAGTGCGTGCA 3‘ (= 601 bp)

                rückwärts 5’ GGTGGTGTAGCTAAGCCTGG 3‘ (= 1320 bp)

Als Positivkontrolle wurden ß-actin-spezifische Primer eingesetzt:

ß-Actin 249/755:

               vorwärts 5’ ATCTGGCACCACACCTTCTACA3’ (= 249 bp)

               rückwärts 5’ GCTCATTGCCAATGGTGAT G AC 3‘ (= 755 bp)

Die PCR-Produkte wurde auf einem 1,5% Ethidiumbromid-Agarosegel aufgetragen und

unter UV-Licht fotografiert.
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3.2.3  Immunzytochemie

Die Immunzytochemie ist eine Methode zum quantitativen mikroskopischen in vitro-

Nachweis von antigenen Substanzen in zytologischen Präparaten, welche nach dem

immunologischen Prinzip der Sandwich-Technik durch peroxidaseassoziierte Anti-

Antikörper sichtbar gemacht werden.

Dieses Verfahren wurde eingesetzt, um mittels spezifischer CCK2-Rezeptor-Antikörper

die Expression von CCK2-Rezeptoren in MDCK C7- und C11-Zellen nachzuweisen.

Es wurden Objektträger (OT’s) mit 8 Löchern verwendet, in die jeweils 2000 MDCK-

Zellen in 40µl MEM M2 ausgesät wurden. Anschließend Kultivierung für 24h in einer

Feuchtkammer (37°C, 5% CO2), danach Kultivierung in einer mit MEM M2 gefüllten

Schale für weitere 24h (37°C und 5% CO2). Danach Fixation der MDCK-Zellen auf den

OT’s: erst Schwenken der OT’s in frischem PBS, dann Halten in reinem Aceton (15min,

Raumtemperatur (RT)). Die Löcher wurden mit einem Wachsstift umrandet und die

OT’s 5min in frischem PBS gespült. Anschließend Inkubation des ersten Antikörpers

(45min, RT):

Anti-humaner CCK2-Rezeptor SA 16 vom Huhn, verdünnt 1:500 mit 1%BSA in PBS,

jeweils 15µl pro Loch. Als Negativkontrolle diente 15µl 1%BSA in PBS ohne Antikörper.

OT’s wurden 2x für 5min in frischem PBS gewaschen, dann Inkubation des zweiten

Antikörpers (45min, RT):

Anti-Huhn Immunglobulin Y vom Kaninchen, Peroxidase-konjugiert verdünnt

1:2000 mit 1%BSA/PBS, jeweils 15µl pro Loch. OT’s waschen wie oben, anschließend

Inkubation des dritten Antikörpers (30min, RT):

Anti-Kaninchen DAKO EnVision Polymer von der Ziege, unverdünnt, jeweils 15µl

pro Loch. Waschen wie oben. Auf jedes Loch wurde 20µl DAB Plus-Substratlösung

gegeben, 30min bei RT inkubiert und vorsichtig mit Aqua dest abgespült.

Dann Gegenfärbung der Zellkerne mit Hämalaun: OT’s wurden für 1min in Hämalaun

gebadet, mit Leitungswasser abgespült und für 5min in Aqua dest gereinigt. Zum
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Schluß wurden 4 Tropfen Entellan auf die OT’s gegeben und mit Deckgläschen

luftblasenfrei verschlossen.

3.2.4  Zählversuche

Es sollte die wachstumsvermittelnde Wirkung von Gastrin über den CCK2-Rezeptor an

MDCK C7- und C11-Zellen untersucht werden. Um die proliferative Wirkung in

Abhängigkeit von der eingesetzten Dosis zu beschreiben, wurde Gastrin in

Endkonzentrationen von 10-9 bis 10-6M verwendet.

Für die Zählversuche wurden drei 12-Loch-Platten (3,1cm2 Kulturfläche) verwendet, in

die pro Loch 10000 Zellen ausgesät wurden. Die Zellen wurden mit MEM M2 bedeckt

und für 24h bei 37°C und 5%CO2 kultiviert. Dann wurde das Medium abgesaugt und

für weitere 24h durch serumfreies MEM M0 ersetzt. So wurden mögliche proliferative

Nebeneffekte durch das FCS herausgefiltert und die Zellen in einer Art Mangelzustand

optimal auf die nachfolgende Stimulation vorbereitet.

Folgende Stimulationsmedien wurden verwendet:

- MEM M1 mit Gastrin 17-I (human) 10-9, 10-8, 10-7, 10-6M

- MEM M1 mit EGF 10-7M (Positivkontrolle)

- MEM M1 mit L369,260 10-6M (spezif. CCK2-R Antag.) und Gastrin 10-6M

(zum Beweis, dass das Wachstum CCK2-Rezeptor-vermittelt ist)

Das Medium wurde täglich gewechselt. Nach 24h wurde die erste 12-Loch-Platte

ausgezählt, nach 48h die zweite, nach 72h die dritte. Dafür wurde in der jeweiligen

Platte das Medium aus den Löchern abpipettiert und die Zellen für 10min bei 37°C mit

400µl Trypsin-EDTA bedeckt. Nach Resuspension der abgelösten Zellen mit 600µl

MEM M1 und besonders sorgfältigem Mischen wurde 10µl der Zellsuspension 1:1 mit

25%Trypanblau  vermischt. Hierbei wurde für jeden Parameter eine

Dreifachbestimmung durchgeführt.



Material und Methoden

21

Es folgte die mikroskopische Zählung der vitalen nicht blau gefärbten Zellen in

Neubauer-Zählkammern, wobei ein Quadrant jeweils ein Volumen von 0,1µl fasste. Es

wurden vier Quadranten ausgezählt und davon der Mittelwert gebildet. Die Zellzahl/ml

wurde errechnet, indem dieser Mittelwert mit 20000 multipliziert wurde. (Formel: Zellen

in allen Quadranten/4 x2 x10000 = Zellzahl/ml)

3.2.5  BrdU- Proliferations-Assay

Mittels BrdU-Assay wird der Einbau von BrdU (5-Bromo-2’desoxy-Uridin) in

replizierende zelluläre DNA gemessen. Somit stellt das Verfahren stellt eine indirekte

Methode dar, um Zellwachstum nachzuweisen, analog dem Einbau von radioaktiv

markiertem (3H)-Thymidin in wachsende Zellen.

Der Assay läuft in drei wesentlichen Schritten ab:

1. Die Zellkultur wird mit BrdU inkubiert, welches statt Thymidin in die

      neu synthetisierte DNA eingebaut wird.

2. Die Zellen werden fixiert und die DNA denaturiert

3. Ein Antikörper gegen BrdU bindet mit seinem Fc-Fragment an das in die neuen

DNA-Stränge inkorporierte BrdU; an den Fab-Teil bindet ein Peroxidase-haltiges

Substrat, welches eine Farbreaktion katalysiert. Deren Intensität korreliert direkt mit

der Menge der synthetisierten DNA beziehungsweise der Zahl der proliferierten

Zellen.

Es wurde das CCK2-Rezeptor-vermittelte Wachstum von MDCK C7- und C11-Zellen

untersucht, nachdem diese 24h mit Gastrin 10-6M stimuliert haben wurden.

Alle verwendeten Spezial-Lösungen und die Versuchsinstruktionen stammen aus dem

BrdU- Kit der Fa. Roche.

Für diesen Versuch wurden 96-Loch-Platten (0,36cm2 Kulturfläche) verwendet, in die

pro Loch 3000 Zellen ausgesät wurden. Die Zellen wurden mit 100µl MEM M2 bedeckt

und 24h bei 37°C und 5%CO2 kultiviert. Dann wurde das Medium abgesaugt und für
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weitere 24h durch serumfreies Medium ersetzt. So wurden mögliche proliferative

Nebeneffekte durch das FCS herausgefiltert.

Folgende Stimulationsmedien wurden verwendet:

- MEM M1 mit Gastrin 17-I (human) 10-9, 10-8, 10-7, 10-6M

- MEM M1 mit EGF 10-7M (Positivkontrolle)

- MEM M1 mit L369,260 10-6M (spezif. CCK2-R Antag.) und Gastrin 10-6M

(zum Beweis, dass das Wachstum CCK2-Rezeptor-vermittelt ist)

- MEM M1 ohne Gastrin (Negativkontrolle)

Jeder Wert wurde in Dreifachbestimmung durchgeführt. Die Zellen wurden 24h bei

37°C stimuliert. Dann wurde in jedes Loch 10µl BrdU Labeling Solution (besteht aus

1:100 BrdU in MEM M1, entspricht pro Loch 10mM BrdU) pipettiert und nochmals für

24h bei 37°C kultiviert. Anschließend wurde das Medium durch vorsichtiges Klopfen

auf die umgedrehte Kulturplatte entfernt und die Zellen für 30min bei RT mit 200µl

FixDenat-Lösung pro Loch inkubiert. Dadurch wurden die Zellen fixiert und die

Doppelstrang-DNA in Einzelstränge zerlegt. So wurden die Bindungsstellen von BrdU

freigelegt.

Die FixDenat-Lösung wurde durch vorsichtiges Herausklopfen entfernt und in jedes

Loch 100µl anti-BrdU-POD working solution (1:100 in Speziallösung verdünnter BrdU-

Antikörper) pipettiert und für 90min bei 37°C inkubiert. Durch dreimaliges Waschen der

Löcher mit 200µl Washing Solution wurden ungebundene Antikörperreste entfernt.

Nach Zugabe von 100µl/Loch Substratlösung wurde die Kulturplatte für 25min bei RT

sanft schüttelnd inkubiert. Es entwickelte sich eine enzymatische Farbreaktion, deren

Intensität in einem ELISA-Reader  bei 450nm (Referenz-Wellenlänge: 630nm)

gemessen wurde.
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3.2.6  Western Blot

Der Western Blot ist eine Methode zum spezifischen Proteinnachweis in Zellen oder im

Serum. Ein Proteingemisch wird elektrophoretisch in einem Polyacrylamidgel

aufgetrennt und anschließend auf eine Nitrozellulosemembran übertragen. Das

gesuchte Protein wird durch einen spezifischen Antikörper gebunden und mittels Anti-

Antikörper nach dem Prinzip eines Immunassays detektiert.

Es wurde die CCK2-Rezeptor-vermittelte intrazelluläre Signalkaskade bei den MDCK-

Zellen untersucht, dafür wurden spezifische Antikörper gegen die phosphorylierten

Formen von Raf, MEK und ERK eingesetzt.

Der gesamte Versuch bestand aus drei Hauptteilen:

1. Gastrinstimulation der MDCK-Zellen

2. Präparierung von Zellextrakten

3. Gelelektrophorese und Blot

1. Durchführung der Gastrinstimulation: Pro Zelllinie wurden 5 Schalen (Kulturfläche

10cm2) mit jeweils ca 15Mio Zellen ausgesät und mit 10ml MEM M2 bedeckt. Bei

einer Konfluenz von 90-95% wurden die Zellen für 72h serumfrei gesetzt. Dann

wurden sie mit Gastrin 10-6M stimuliert für 30sek, 10min und 30min. Als

Positivkontrolle wurde eine Schale für 5min stimuliert mit EGF 10-7M, als

Negativkontrolle für 5min mit reinem Medium.

2. Präparieren von Zellextrakten: Das Stimulationsmedium wurde abgesaugt, Schalen

2x mit kaltem PBS gewaschen und auf Eis gestellt. Alle folgenden Arbeitsschritte

fanden im Eis statt. Auf jede Schale wurde 500µl Lysispuffer gegeben, die Zell-

Puffer-Suspensionen anschließend in eppendorf-Tubes überführt und bei 4°C

30min geschüttelt,  danach 10min bei 4°C zentrifugiert bei 10.000 U/min. Die

Überstände wurden abgenommen und in neue Tubes überführt. Anschließend

erfolgte die Proteinbestimmung oder die Lagerung bei –20°C, langfristige Lagerung
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bei –80°C. Die Proteinbestimmung erfolgte mit dem BCA-Protein-Assay Reagent

mit Rinder-Serumalbumin als Standard. Die Extinktionen wurden im Elisareader bei

540nm gemessen, die Auswertung der Daten erfolgte mit Microsoft Excel.

Für die elektrophoretische Auftrennung in Polyacrylamidgelen wurde 50µg von

jeder Proteinprobe vermischt mit 1/6 DTT und 1/6 Lämmli-Puffer, anschließend zur

Denaturierung 5min auf 100°C erhitzt und vor dem Beladen kurz abzentrifugiert.

3. Gelelektrophorese und Blot: Die Gelkammer wurde mit Alkohol gereinigt und

zusammengebaut. In die beiden Platten wurden 10%-Trenngele gegossen, mit

Isopropanol überschichtet und für 20min polymerisiert. Dann wurde jeweils ein 4%-

Sammelgel überschichtet und für 20min polymerisiert. Die Gele wurden in die

Kammer eingespannt und Laufpuffer bis oben hin eingefüllt. Anschließend erfolgte

die Probenbeladung der Geltaschen. Die Proteintrennung erfolgte bei 80Volt

(15min), dann bei 120Volt (ca 2h). Ihrem Molekulargewicht nach gelangten kleine

Proteine schneller nach unten als große, wobei deren Ladung  durch vorherige

Zugabe von DTT einheitlich negativ war. Für das anschließende Blotten wurden

Nitrozellulosemembran und Blottingpaper (Schleicher & Schuell) auf circa 9 x 7cm

große Stücke zugeschnitten. 3 Blottingpaper wurden mit Semy-Dry-Puffer

durchfeuchtet und luftblasenfrei in das Blotgerät gelegt, darauf die ebenfalls

durchfeuchtete Nitrozellulose, dann das Gel und wieder 3x Blottingpaper. Es wurde

50min bei 400mA geblottet. Die Blots wurden über Nacht bei 4°C in 50ml

Blockpuffer geschüttelt, um unspezifische Bindungsstellen zu blockieren. Danach

wurden sie 3x 5min mit TBS und TBS/Tween bei Raumtemperatur gewaschen und

mit dem ersten Antikörper über Nacht bei 4°C inkubiert. Anschließend Waschen

wie oben und Inkubation des zweiten Antikörpers für 1h bei Raumtemperatur.

Wieder Waschen und Inkubation der ECL-Lösung für 1min. Die Blots wurden in

eine Filmkassette gelegt und in der Dunkelkammer entwickelt. Für die Auswertung

wurden die Banden eingescannt und ihre Dichte mit dem NIH Image

Computerprogramm berechnet. Die weitere Auswertung erfolgte in Microsoft Excel.
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4.  Ergebnisse

4.1  Nachweis des CCK2-Rezeptors in MDCK-Zellen und humanem Nierenzell-Ca

Diese Arbeit untersucht die proliferative Wirkung und die zu Grunde liegenden

intrazellulären Signalwege von Gastrin an MDCK-Zellen, vermittelt über den CCK2-

Rezeptor. Grundlage für alle Versuche ist der Nachweis, daß der CCK2-Rezeptor in

MDCK-Zellen exprimiert wird. Dieses konnte mit RT-PCR und Immunzytochemie

gezeigt werden.

4.1.1  PCR

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) ist ein Standardverfahren, um spezifische DNA-

Sequenzen aus einem Genpool zu vervielfältigen und dadurch nachzuweisen. Mittels

RT-PCR konnte die CCK2-Rezeptor-Expression sowohl in C7-, als auch in C11-Zellen

gezeigt werden (Abbildung 4.1). PCR von TT-Zellen wurde als positive

Vergleichskontrolle für den CCK2-Rezeptor mitgeführt. Zusätzlich erfolgte die RT-PCR

von Operationsresektaten humaner Nierenzellkarzinome dreier Patienten. Als

Positivkontrolle für den Versuch wurde ß-Actin verwendet (Abbildung 4.2).

Abb. 4.1: PCR mit spezifischen Primern (CCK2-human 601/1320)
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In den MDCK C7- und C11-Zellen konnte die Expression des CCK2-Rezeptors

nachgewiesen werden. Interessanterweise fanden sich ebenfalls mRNA-Transkripte in

allen drei humanen Nierenzellkarzinom-Resektaten.

4.1.2  Immunzytochemie

Wir verwendeten spezifische peroxidasekonjugierte Antikörper gegen den

membranständigen CCK2-Rezeptor. Dafür fixierten wir MDCK C7- und C11-Zellen auf

Objektträger und inkubierten sie mit Antikörpern und Anti-Antikörpern nach dem Prinzip

einer immunologischen Sandwich-Technik. Zum Schluss erfolgte eine

Hintergrundfärbung mit Hämatoxylin. Die so präparierten Objektträger wurden

lichtmikroskopisch abfotografiert und als Diapositive gesammelt.

Ziel dieser Methode war es, einen zweiten quantitativen Rezeptornachweis zu

erbringen, der direkt optisch erfassbar ist.

Die Detektion mit CCK2-Rezeptor-spezifischen Antikörpern ergab positive Farbsignale

bei beiden Zelllinien ohne quantitative Unterschiede zwischen C7 und C11. Die

mitgeführten Negativkontrollen ohne CCK2-Rezeptor-Antikörper bestätigen die Validität

des Versuches.

Abb. 4.2: PCR mit spezifischen Primern (ß-Actin 249/755)
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4.2  Proliferation von MDCK-Zellen durch Gastrin

4.2.1  Zählversuche

Die MDCK C7- und C11-Zellen wurden 24, 48 und 72h mit Gastrin in Konzentrationen

von 10-6M bis 10-9M stimuliert. Die Ausgangszellzahl war 10000. Die Zellen wurden in

Dreifachbestimmung gezählt. Das durch Gastrin verursachte Wachstum wurde

verglichen mit dem basalen Zellwachstum.

MDCK C7: Durch die Stimulation mit Gastrin 10-6M stieg die Anfangszellzahl von

10000 nach 72h auf 50156 an (p< 0,05). Durch die Stimulation mit EGF 10-7M stieg die

Zellzahl von 10000 nach 72h auf 47500 (p< 0,05) (Abbildung 4.5).

Abb. 4.4: Immunzytochemische Detektion des CCK2-Rezeptors in MDCK C11-Zellen.

Kontrolle CCK2-Rezeptor

Abb. 4.3: Immunzytochemische Detektion des CCK2-Rezeptors in MDCK C7-Zellen.

CCK2-RezeptorKontrolle
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MDCK C11: Durch die Stimulation mit Gastrin 10-6M stieg die Anfangszellzahl von

10000 nach 72h auf 46875 an (p< 0,05). Bei gleichzeitiger Stimulation mit Gastrin und

dem CCK2-Rezeptor-Antagonisten L360,260 stieg die Zellzahl von 10000 nur auf

27222 an (p< 0,05). Durch die Stimulation mit EGF 10-7M stieg die Zellzahl von 10000

nach 72h auf 59791 an (p< 0,05) (Abbildung 4.6).
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4.2.2  BrdU-Proliferationsassays

Mittels BrdU-Uptake wurde ein zweiter quantitativer Proliferationsnachweis

durchgeführt. Gemessen wurde das eingebaute BrdU (5-Bromo-2’desoxy-Uridin) in

replizierende zelluläre DNA.

MDCK C7: Die Zellen wurden 24h mit Gastrin 10-6M stimuliert. Dann wurde für weitere

24h das BrdU-Label hinzugegeben. Als Negativkontrolle dienten Zellen, die nicht mit

Gastrin stimuliert, aber ebenfalls mit BrdU gelabelt wurden. Der Einbau von BrdU in

neu synthetisierte DNA wurde quantitativ gemessen und mit dem Wert von

unstimulierten Zellen verglichen. Als Positivkontrolle diente EGF 10-7M. Es wurden 5

Versuche jeweils in Dreifachbestimmungen durchgeführt und daraus die Mittelwerte

berechnet.

Es zeigte sich nach Gastrinstimulation ein Anstieg der DNA-Synthese um den Faktor

1,3 (p< 0,05). Unter zusätzlicher Gabe des CCK2-Rezeptor-Antagonisten L-365,260

sank die DNA-Synthese um den Faktor 0,9. EGF bewirkte eine Zunahme der DNA-

Synthese um den Faktor 1,2 (p< 0,05) (Abbildung 4.7).
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Abb. 4.7: Relative Zunahme des BrdU-Uptakes im Vergleich mit unstimulierten C7-Zellen
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MDCK C11: Die Proliferationsrate der Zellen, die mit Gastrin stimuliert wurden, war im

Vergleich zu unstimulierten Zellen um den Faktor 1,7 erhöht (p< 0,05). Das Wachstum

der Zellen, die mit Gastrin und CCK2-Rezeptor-Antagonisten stimuliert wurden, ist

dagegen nur um den Faktor 1,08 gegenüber unstimulierten Zellen angestiegen. Mit

EGF stimulierte Zellen hatten ein 1,6-fach erhöhtes Wachstum gegenüber nicht

stimulierten Zellen (p< 0,05) (Abbildung 4.8).
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4.3  Vermittlung der Gastrinwirkung über MAPK-Kaskade

Weitergehende Versuche sollten die intrazellulären Mechanismen untersuchen, die der

CCK2-Rezeptor-vermittelten Zellproliferation zu Grunde liegen. Dazu wurden  in der

Western Blot-Technik spezifische Antikörper gegen die phosphorylierten Formen von

Raf, MEK und MAPK eingesetzt.

Es wurden Proteinextrakte von Zellen hergestellt, die unterschiedlich lange (30sek,

10min, 30min) mit Gastrin stimuliert wurden. Dadurch sollte festgestellt werden, wie

lange es dauert, bis die maximale intrazelluläre Antwort erreicht ist.

Die Stimulation des CCK2-Rezeptors führte bei beiden Zelllinien C7 und C11 zu einer

zeitabhängigen Phosphorylierung der Enzyme Raf, MEK und MAPK. Für alle

Signalproteine galt, dass das Maximum in den ersten 10min der Gastrinstimulation lag.

Nach 30min Stimulation nahm die MAPK-Phosphorylisierung wieder ab, jedoch nicht

unter den unstimulierten Vergleichswert.

4.3.1  Raf-Phosphorylierung

MDCK C7:  Durch Gastrin wird, vermittelt über CCK2-Rezeptor, das Signalprotein Raf

vermehrt phosphoryliert. p-Raf war auch in unstimulierten Zellen nachweisbar, stieg

aber nach 30sek Gastrinstimulation auf das 2,3-fache gegenüber dem Ausgangswert

an (p< 0,05). Nach 10min (p< 0,05) und 30min (p< 0,3) Stimulation ergab sich nur noch

ein Anstieg auf das 1,6-fache des Ausgangswertes. Die Stimulation mit EGF ergab

eine 2,2-fach erhöhte Raf-Phosphorylierung gegenüber dem unstimulierten Wert (p<

0,05) (Abbildung 4.9).
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MDCK C11:  Gastrin bewirkt auch in C11-Zellen eine Phosphorylierung von Raf. Nach

30sek kann p-Raf um das 1,8-fache erhöht gemessen werden (p< 0,05), nach 10min

ist das Maximum mit 1,9-fachem Anstieg erreicht (p< 0,05). Bei 30min wiederum

Absinken auf 1,5x des unstimulierten Wertes (p< 0,01) (Abbildung 4.11).

0,0

1,0

2,0

3,0

unstim 30sek 10min 30min EGF

Abb. 4.9: Zeitabhängige Raf-Phosphorylierung nach Gastrinstimulation in C7-Zellen (n=8)

*

*
*

Abb. 4.10: Beispiel-Blot für p-Raf nach Gastrinstimulation in C7-Zellen



Ergebnisse

33

Das Maximum der Raf-Aktivierung ist bei beiden Zelllinien C7 und C11 innerhalb der

ersten 10min der Gastrinstimulation erreicht. Nach 30min klingt die intrazelluläre Raf-

Antwort bei beiden Zelllinien wieder ab.

4.3.2  MEK-Phosphorylierung

MDCK C7:  Gastrin stimuliert bei C7-Zellen die Phosphorylierung von MEK. Nach

30sek 2,5-facher Anstieg im Vergleich zum unstimulierten Wert (p< 0,05). Maximum

bei 10min mit 3,3-fachem Anstieg (p< 0,05). Bei 30min nur noch Verdoppelung des

Ausgangswertes (p< 0,1). EGF bewirkt mit einem Anstieg um den Faktor 5 ebenfalls

eine positive intrazelluläre MEK-Antwort (p< 0,05) (Abbildung 4.13).

Abb. 4.12: Beispiel-Blot für p-Raf nach Gastrinstimulation in C11-Zellen

Abb. 4.11: Zeitabhängige Raf-Phosphorylierung nach Gastrinstimulation bei C11-Zellen (n=4)
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MDCK C11:  Gastrin stimuliert auch bei den C11-Zellen die Phosphorylierung von

MEK. Nach 10min 2,9-facher Anstieg (p<0,05). EGF bewirkt mit einem Anstieg um den

Faktor 3 (p<0,05). Nicht signifikant war ein 3,8-facher Anstieg nach 30sek sowie ein

3,3-facher Anstieg nach 30min (p<0,5) (Abbildung 4.15).

* *

Abb. 4.14: Beispiel-Blot für p-MEK nach Gastrinstimulation bei C7-Zellen
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Abb. 4.13: Zeitabhängige MEK-Phosphorylierung nach Gastrinstimulation bei C7-Zellen

*

**



Ergebnisse

35

4.3.3  MAPK-Phosphorylierung

MDCK C7:  Durch Gastrin wird das Signalprotein MAPK vermehrt phosphoryliert. Nach

30sek Gastrinstimulation Anstieg auf das Doppelte gegenüber dem Ausgangswert

(p<0,05). Das Maximum liegt bei 10min mit einem 2,3-fachen Anstieg gegenüber dem

unstimulierten Wert (p<0,05). Die Zellantwort klingt nach 30min wieder ab, hier nur

noch Erhöhung um das 1,9-fache (p<0,2). Die Stimulation mit EGF ergab eine 1,1-fach

erhöhte MAPK-Aktivierung gegenüber dem unstimulierten Wert (p<0,05) (Abbildung

4.17).

0 ,0

2 ,5

5 ,0

7 ,5

10 ,0

uns tim 30  s ek 10  m in 30  m in E G F

Abb. 4.15: Zeitabhängige MEK-Phosphorylierung nach Gastrinstimulation bei C11-Zellen (n=5)

* *

Abb. 4.16: Beispiel-Blot für p-MEK nach Gastrinstimulation bei C11-Zellen
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MDCK C11:  Gastrin bewirkt auch in C11-Zellen eine Phosphorylierung von MAPK.

Nach 30sek kann p-MAPK um das 1,2-fache erhöht gemessen werden (p< 0,05), nach

10min ist das Maximum mit 1,4-fachem Anstieg erreicht (p< 0,05). Bei 30min wiederum

Absinken auf das 0,9-fache des unstimulierten Wertes (p< 0,6). Die Stimulation mit

EGF bewirkte eine Erhöhung um den Faktor 1,5 (p< 0,05) (Abbildung 4.19).
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u n s tim 3 0 s e k 1 0 m in 3 0 m in E G F

Abb. 4.17: Zeitabhängige MAPK-Phosphorylierung nach Gastrinstimulation bei C7-Zellen

*
*

*

Abb 4.18: Beispiel-Blot für p-MAPK nach Gastrinstimulation bei C7-Zellen
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Sowohl bei C7- als auch bei C11-Zellen kommt es nach 10min zur max. MAPK-

Aktivierung.

Abb. 4.19: Zeitabhängige MAPK-Phosphorylierung nach Gastrinstimulation bei C11-Zellen
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Abb. 4.20: Beispiel-Blot für p-MAPK nach Gastrinstimulation bei C11-Zellen



Diskussion

38

5.  Diskussion

5.1  CCK2-Rezeptor-Expression

CCK2-Rezeptoren werden beim Menschen in zahlreichen Organen des

Gastrointestinaltraktes, im Gehirn und in verschiedenen Malignomen (u.a. kolorektale

Karzinome, kleinzelliges Bronchialkarzinom, Astrozytome, Ovarkarzinome) exprimiert

(1, 6, 8-10, 15, 19-22, 25, 26, 28, 30, 31, 51). Die höchste Rezeptordichte besteht

wahrscheinlich im Gehirn (51).

Die Expression von CCK2-Rezeptoren in der menschlichen Niere ist 1995 von Wank et

al. im Rahmen der molekularen Klonierung der Cholezystokininrezeptoren entdeckt

worden (9). Interessanterweise ist die CCK2-Rezeptordichte in der Niere größer als im

Magen als dem klassischen Zielorgan von CCK und Gastrin (1, 9). 1998 konnten de

Weerth et al CCK2-Rezeptor-Transkripte in der Niere des Meerschweinchens

nachweisen. Immunzytochemische Untersuchungen an histologischen Schnitten

zeigten, dass der Rezeptor an Sammelrohren, Glomeruli und Mesangiumzellen

lokalisiert ist (33). Diese Befunde wurden durch die Untersuchung der cDNA aus

spezifischen Anteilen der Niere bestätigt. Hier zeigte sich eine prädominierende

Expression des CCK2-Rezeptors an Tubuli und Glomeruli (34).

Auf Grund dieser Ergebnisse wurde in dieser Arbeit angenommen, dass der CCK2-

Rezeptor neben der normalen Niere auch in Nierenzellkarzinomen des Menschen

vorkommt. Diese Annahme konnte mittels RT-PCR-Untersuchungen bestätigt werden.

Dieses steht in Kontroverse zu Ergebnissen von Reubi et al., die den CCK2-Rezeptor in

zahlreichen humanen Tumoren, nicht jedoch im Nierenzell-Ca nachweisen konnten

(31). Der Grund für die Diskrepanz besteht wahrscheinlich in der größeren Sensitivität

der RT-PCR im Vergleich zu der von Reubi angewandten Rezeptor-Autoradiographie.

Die Funktion der CCK2-Rezeptoren an der Niere ist noch nicht genau bekannt,

bisherige Untersuchungen weisen jedoch auf einen CCK2-Rezeptor-vermittelten

Wachstumseffekt hin. Bisher liegen zuverlässige Daten für proximale Tubuluszellen
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(33), eine humane Nephroblastomzellinie (14) und eine humane embryonale

Nierenzellinie (35) vor. Neben den Hinweisen auf eine Funktion als Wachstumsfaktor

sind CCK2-Rezeptoren an der Regulation des Säure-Basen-Haushaltes beteiligt. An

isoliert perfundierten Nieren konnte gezeigt werden, dass Gastrin über den CCK2-

Rezeptor eine Änderung der Natrium- und Kaliumabsorption über Na+/K+-ATPasen

verursacht (36).

Diese Ergebnisse waren Anlass für die vorliegende Arbeit, die Funktion der CCK2-

Rezeptoren in der Niere hinsichtlich Proliferation und die dabei zu Grunde liegenden

Signaltransduktionswege weiter zu charakterisieren. Dafür wurde die MDCK-Zelllinie

von Sammelrohrzellen des Hundes verwendet.

Zunächst wurde die Expression des CCK2-Rezeptors in den MDCK-Zellen auf m-RNA-

und Proteinebene bestätigt.

5.2  Gastrin als Wachstumsfaktor

Gastrin hat auf multiple Zellen und Gewebe einen wachstumsstimulierenden Effekt

über den CCK2-Rezeptor (1, 10, 13, 14, 16, 17, 35, 45, 46, 52, 53)

Am besten untersucht sind hierbei Gewebe und Zellen des Gastrointestinaltraktes,

insbesondere die Magen- und Kolonschleimhaut (1, 10, 13, 17, 45, 46, 52, 53). Klinisch

relevant ist vor allem die Gastrin-bedingte Proliferation von ECL-Zellen des

Magenepithels:  hypergastrinämische Zustände, (zum Beispiel in Folge eines Zollinger-

Ellison-Syndroms oder einer chronisch-atrophen Gastritis), können zu ECL-

Zellhyperplasien und u.U. zu der Entwicklung von Magenkarzinoiden führen (10). Dies

ist auch in Tiermodellen gezeigt worden. Bei dem afrikanischen Nagetier Mastomys

natalensis konnten ECL-Zell-Karzinoide sogar durch physiologische

Gastrinkonzentrationen induziert werden (10).
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In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass Gastrin bei MDCK-Zellen Wachstum induziert und

dieser Effekt durch den selektiven CCK2-Rezeptorantagonisten L-365,260 inhibiert

wird. Dies könnte ein Hinweis dafür sein, dass Gastrin auf Nierenepithelzellen von

Säugetieren und Menschen einen proliferativen Effekt hat.

Vorstellbar wäre auch, dass Gastrin über den CCK2-Rezeptor das Wachstum von

Nierentumoren induziert. Hierzu passen die Ergebnisse von Blackmore et al., die

Gastrin 1994 als Wachstumsfaktor des humanen Nephroblastoms („Wilms“-Tumor)

postulierten (14). Bierkamp et al. zeigten anhand von immunzytochemischen

Untersuchungen und Proteinassays, dass MDCK-Zellen nach Gastrinstimulation ihre

interzelluläre Adhärenz verloren und, analog maligne transformierter Zellen,

entdifferenzierten. Diese Effekte waren mit dem selektiven CCK2-Rezeptorantagonisten

RPR101048 antagonisierbar (16). Diese Daten legen nahe, dass Gastrin über den

CCK2-Rezeptor in der Lage ist, normale Nierenepithelzellen maligne zu transformieren

und bei der Karzinogenese von renalen Malignomen mitzuwirken. Gastrin könnte eine

wichtige Rolle bei der Progredienz von Nierentumoren spielen.

In diesem Zusammenhang wäre es vorstellbar, dass CCK2-Rezeptorantagonisten eine

neue Therapieoption zur antiproliferativen Behandlung von Tumoren der Niere

darstellen könnten.

In den letzten Jahren konnten Tumore verschiedener Entitäten dadurch ausgewiesen

werden, dass sie, im Vergleich mit gesundem Gewebe, eine Überexpression von

Peptidhormonrezeptoren zeigen (54), z.B. Somatostatinrezeptoren in neuroendokrinen

Tumoren und kleinzelligem Bronchialkarzinom (55), Bombesinrezeptoren u.a. in

Prostatakarzinomen und Gastrinomen (56), CCK2-Rezeptoren u.a. in ECL-Zell-

Karzinoiden (10).

Bekannt ist, dass im humanen Nierenzellkarzinom (NCC) Bombesinrezeptor-Subtypen

wie Gastrin-releasing peptide (GRP)-Rezeptor und Bombesin3-Rezeptor exprimiert

werden (56). Der GRP-Rezeptor ist in Nierenepithelzellen und Endothelzellen des NCC
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vorhanden (56, 57). Er vermittelt eine Proliferation der Tumorzellen (56), nach neueren

Daten stimuliert er auch die Tumorangiogenese (57). Es ist vorstellbar, dass CCK2-

Rezeptoren wie die verwandten GRP-Rezeptoren das Tumorwachstum in NCC’s

anregen. Weitere Untersuchungen am Tiermodell, z.B. mit Knockout-Mäusen, könnten

diesen Punkt klären.

In dieser Arbeit wurde das erste Mal gezeigt, dass humane Nierenzellkarzinome den

CCK2-Rezeptor exprimieren. Es wäre vorstellbar, dass sie in Zukunft als Zielgewebe

von radioaktiv gelabelten Gastrinderivaten bei der Tumordiagnostik und –therapie eine

Rolle spielen. In einer kürzlich erschienenen Publikation von Nock et al. wurden drei

neue (99m)Tc-gelabelte Minigastrin-Analoga präsentiert, die eine hohe Affinität zu

CCK2-Rezeptoren hatten und sich sowohl in vitro als auch in vivo gut zur bildgebenden

Tumordiagnostik eigneten. Als CCK2-Rezeptor-exprimierende Tumorentität wurde die

AR4-2J Zelllinie verwandt (58). Der Einsatz von radioaktiv gelabelten Peptiden erfährt

steigende Bedeutung in der Onkologie, wenngleich  das „Octreoscan“ mit (111)In-

DTPA-Oktreotid zur Diagnostik von neuroendokrinen Tumoren bislang das einzige in

der klinischen Routine eingesetzte Verfahren ist (55). Dennoch kommt eine Vielzahl

von Rezeptoren als Targets für gelabelte Peptide in Frage (u.a. Bombesinrezeptoren,

Neurotensinrezeptoren u.v.m.), die sich momentan im präklinischen Stadium befinden.

Erste klinische Studien mit CCK2-Rezeptoren als Targets haben vielversprechende

Ergebnisse gezeigt (54, 55).
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5.3  Signaltransduktionswege für Gastrin

Die bisherigen Untersuchungen zur Aufklärung der molekularen Mechanismen, die

durch die Gastrin-CCK2-Rezeptor-Interaktion  in Zellen ausgelöst werden und für die

Proliferation  verantwortlich sind, haben gezeigt, dass es hierbei zelltypspezifische

Unterschiede gibt: in vielen Zellen wird die proliferative Wirkung von Gastrin über MAP-

Kinasen vermittelt, so z.B. in humanen AGS-Magentumor-Zellen (47), in ECL-Zellen

von Mastomys natalensis (11) und in AR4-2J-Pankreasazinus-Zellen der Ratte (31, 42,

45, 46, 59). Andere Zellen verfügen über MAP-Kinasen-unabhängige Signalwege, so

z.B. GH3-Hypophysenadenomzellen der Ratte, die über das Ca2+-Calmodulin-System

reguliert werden (46).

Wir bestimmten in MDCK-Zellen die phosphorylierten Formen von MAP-Kinase-

Kinase-Kinase (Raf), MAP-Kinase-Kinase (MEK oder ERK-Kinase) und p44/42 MAP-

Kinase (ERK1/2), nachdem wir sie unterschiedlich lange (30sek, 10min, 30min) mit

Gastrin stimuliert hatten. Es zeigte sich eine zeitabhängige Aktivierung von Raf, MEK

und MAPK, die in den ersten 10 Minuten zunahm und nach 30 Minuten wieder

zurückging. Auch die unstimulierten Zellen zeigten eine basale Aktivierung, die durch

Gastrinstimulation signifikant gesteigert wurde.

Dies weist darauf hin, dass die Gastrin-induzierte Proliferation von Nierenepithelzellen

über die Aktivierungskaskade Raf-MEK-MAPK vermittelt wird.

Die ERK-Aktivierung durch Gastrin führt als Endpunkt der intrazellulären

Signaltransduktion zur Aktivierung von Transkriptionsfaktoren wie Elk-1 und Sap-1a

(60) und zur Induktion von „early response“-Genen (45, 50). Es sind unterschiedliche

Wege beschrieben worden, auf welche Weise die ERK’s durch Gastrin aktiviert

werden, z.B. direkt über die Proteinkinase C  oder indirekt über eine Phosphorylierung

von zwischengeschalteten Proteinen wie Pyk-2, Src und Shc (10, 43, 46). Eine weitere

Möglichkeit ist die ERK-Phosphorylierung nach Transaktivierung eines EGF-Rezeptors:
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Tsutsui et al. zeigten 1999, dass Gastrin in Magenepithelzellen der Ratte die Bildung

eines „Heparin Binding Epidermal Growth Factor-like Growth Factor“ induziert, der an

den EGF-Rezeptor derselben oder benachbarten Zelle bindet und diesen transaktiviert

(12, 61, 62) (Abbildung 5.1).

Weitere Untersuchungen an MDCK-Zellen wären nötig, um zu klären, auf welche

Weise die ERK’s  aktiviert werden und ob eine EGF-Rezeptor-Transaktivierung daran

beteiligt ist.

Abb. 5.1: EGF-Rezeptor-Transaktivierung durch Gastrin. Erklärung siehe Text.
Abkürzungen siehe Abkürzungsverzeichnis.
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5.4  Gastrin in der Niere

Die Entdeckung von CCK2-Rezeptoren in der Niere durch die Arbeitsgruppe von de

Weerth et al. (1998) war der erste Hinweis dafür, dass das Peptidhormon Gastrin eine

Funktion an der Niere haben könnte. Die Rezeptoren waren an Sammelrohren,

Glomeruli, Tubuli und Mesangium der Niere lokalisiert und unterschieden sich in ihren

funktionellen und pharmakologischen Eigenschaften nicht von CCK2-Rezeptoren des

Hirns oder Magens (33, 34). Interessanterweise haben CCK2-Rezeptoren in der Niere

eine höhere Dichte als im Magen als dem klassischen Zielorgan dieser Rezeptoren

(36).

Welche Effekte die CCK2-Rezeptoren an der Niere vermitteln, ist noch weitestgehend

ungeklärt. Im Folgenden werden die bislang bekannten Funktionen von CCK2-

Rezeptoren in der Niere nach dem jetzigen Wissensstand zusammengefasst:

5.4.1  Proliferation

Wie schon oben erläutert, zeigen die hier vorgelegten Untersuchungen an MDCK-

Zellen  gemeinsam mit den bereits veröffentlichten Studien an MCT-Zelllen, HEK-

Zellen und humanen Nephroblastomzellen, dass Gastrin ein Wachstumsfaktor an der

Niere ist (33, 35, 14). Die bisherigen Daten weisen darauf hin, dass Gastrin sowohl an

gesundem Nierenepithel, als auch an malignem Nierengewebe über den CCK2-

Rezeptor Zellwachstum anregt (14, 33, 35). Darüber hinaus besteht die Vermutung,

dass Gastrin an der malignen Transformation von gesunden Nierenepithelzellen in

entdifferenzierte Zellen beteiligt ist (16).

5.4.2  Elektrolythaushalt

Eine wichtige Gemeinsamkeit von Niere und Gastrointestinaltrakt ist die Regulierung

von Stoffwechselvorgängen (wie Resorption, Sekretion, Säure/Base-Haushalt) über

strukturell ähnliche enzymatische Ionenpumpen, die durch Hormone, Transmitter und

Zytokine kontrolliert werden. Im Gastrointestinaltrakt interagiert Gastrin mit  H+/K+-
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ATPasen von Parietalzellen, deren Aktivierung zur Bildung von Magensäure führt. Im

Dünndarm bewirkt eine Gastrin-induzierte Hemmung von Na+/K+-ATPasen eine

Verminderung der intestinalen Na+-Absorption und Erhöhung der K+-Sekretion (36,

63).

In der Niere sind die meisten Ionenpumpen an Tubuli und Sammelrohren lokalisiert

(36), welches auch die Strukturen sind, die sich in cDNA-Untersuchungen der

Rattenniere als Haupttranskriptionsorte von CCK2-Rezeptoren ausgewiesen hatten

(34). Die Arbeitsgruppe von von Schrenck et al. bestätigte 2000 die Hypothese, dass

Gastrin, analog zum Gastrointestinaltrakt, auch mit renalen Ionenpumpen interagiert.

In Versuchen an isoliert perfundierten Rattennieren bewirkte Gastrin über den CCK2-

Rezeptor eine Verminderung der Kalium- und Natriumabsorption sowie eine Reduktion

der renalen Perfusion (36).

Die Gastrin-induzierte Verminderung der Natriumresorption passt zu Daten von Unwin

et al., die schon 1990 einen „direkten tubulären natriuretischen Effekt“ von CCK-8

postulierten (63).

Es ist wahrscheinlich, dass Gastrin diese Elektrolytveränderungen über eine Hemmung

von renalen Na+/K+-ATPasen vermittelt, analog zur Wirkungsweise im GI-Trakt.

5.4.3  Niereninsuffizienz

Bei Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz (CRF) kommt es zu einer messbaren

Erhöhung des Serum-Gastrinspiegels. Daneben sind weitere Peptidhormone wie

CCK, Sekretin, Somatostatin, Glukagon und Neurotensin erhöht (63-65). Ursache ist

eine bei CRF verminderte renale Elimination von Peptidhormonen. Dabei korreliert der

Grad der Niereninsuffizienz (messbar als Höhe der Serum-Kreatininkonzentration) mit

der Höhe der Gastrinkonzentration im Serum (64). Diese Hypergastrinämie kann bei

Patienten mit CRF zur Entwicklung einer peptischen Ulkuskrankheit führen (65).

Daneben beeinflussen Gastrin und andere bei CRF erhöhte Peptidhormone die

Motilität des Gastrointestinaltraktes, was zu Refluxproblemen,
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Magenentleerungsstörungen und Erbrechen führen kann (65). Neben Gastrin ist auch

das Progastrin-releasing peptide (ProGRP), ein Marker für das kleinzellige

Bronchialkarzinom, bei Patienten mit CRF häufig „falsch positiv“ erhöht (66).

5.5  Ausblick

Die Ergebnisse zeigen zum ersten Mal, dass die renal-epithelialen MDCK-Zellen durch

Gastrin und den CCK2-Rezeptor proliferieren. Der Proliferation liegt eine Aktivierung

von ERK-Signaltransduktionsproteinen zugrunde. Die Ergebnisse legen nahe, dass

Gastrin eine Funktion als Wachstumsfaktor an der Niere hat. In weiterführenden

Untersuchungen sollte geklärt werden, ob sich diese Ergebnisse auch im Tiermodell

unter in vivo-Bedingungen verifizieren lassen. Die weitere Aufklärung der

zugrundeliegenden Signaltransduktionswege sollte oberhalb der ERK-Aktivierung

fokussiert werden und herausfinden, welche Signalwege der Rezeptoraktivierung

direkt nachgeschaltet sind und ob z.B. eine EGF-Rezeptor-Transaktivierung beteiligt

ist.

Der CCK2-Rezeptor konnte erstmalig in humanen Nierenzell-Karzinomen

nachgewiesen werden. Ob sich hieraus eine neue diagnostische oder therapeutische

Option für das Nierenzell-Karzinom ergibt (ähnlich z.B. dem Octreoscan bei

neuroendokrinen Tumoren), kann erst nach weiterer intensiver experimenteller und

klinischer Forschung geklärt werden.
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6..Zusammenfassung

Mitte der neunziger Jahre konnte gezeigt werden, dass CCK2-Rezeptoren in der

humanen Niere in hoher Anzahl exprimiert werden. Im Tiermodell konnten Tubuli und

Sammelrohre als prädominierende renale Strukturen für den CCK2-Rezeptor

ausgewiesen werden. Die Funktion des CCK2-Rezeptors am Zielorgan Niere ist noch

nicht genau bekannt. Bisherige in vitro-Untersuchungen an renalen Zelllinien weisen

darauf hin, dass Gastrin über den CCK2-Rezeptor in der Niere Wachstum induziert. Die

Gastrin-abhängige Proliferation von G401-Zellen, einer Zellinie des humanen

Nephroblastoms („Wilms“-Tumor), legt nahe, dass auch Tumore der Niere in ihrem

Wachstum durch Gastrin beeinflusst werden können.

In dieser Arbeit wurden heterologe MDCK-Zellen als Modell von Zwischenzellen und

Hauptzellen des Sammelrohres auf ihre Gastrin-induzierte und CCK2-Rezeptor-

vermittelte Proliferationsantwort hin untersucht.

Anhand von RT-PCR und Immunzytochemie konnte gezeigt werden, dass MDCK-

Zellen den CCK2-Rezeptor exprimieren.

Die Stimulation mit Gastrin führte zu einer signifikanten Zunahme der absoluten

Zellzahl bei MDCK C7- und C11-Zellen. Dieser Effekt war durch den selektiven CCK2-

Rezeptor-Antagonisten L365,260 inhibierbar. Ein zusätzlich durchgeführter

quantitativer Proliferationsnachweis mittels BrdU-Einbau in replizierende DNA

bestätigte die Ergebnisse.

Zur Analyse der hierbei beteiligten Signaltransduktion wurden die phosphorylierten

Proteine der MAPK-Kaskade mit der Western Blot-Technik detektiert. Die Stimulation

des CCK2-Rezeptors führte bei den MDCK-Zellen zu einer zeitabhängigen

Phosphorylierung von Raf, MEK und MAPK.

Zusätzlich konnte erstmalig der CCK2-Rezeptor im humanen Nierenzell-Karzinom

nachgewiesen werden
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Die Ergebnisse zeigen, dass die Niere zu den Organen gezählt werden muss, in denen

Gastrin über den CCK2-Rezeptor Effekte entfaltet. Der hier implizierte Zusammenhang

zwischen Gastrin und Nierenzellwachstum könnte eine weiter gefasste Bedeutung bei

der Pathophysiologie oder –genese des humanen Nierenzellkarzinoms haben. Da

gezeigt worden ist, dass diese Tumore CCK2-Rezeptoren präsentieren, könnten sie als

Zielgewebe von radioaktiv gelabelten Gastrinderivaten bei der Tumordiagnostik und -

therapie eine Rolle spielen. CCK2-Rezeptorantagonisten könnten als neue

Therapiemöglichkeit bei Nierentumoren klinische Relevanz erfahren.
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