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Arbeitshypothese und Fragestellung

Untersuchungen der Arbeitsgruppe um E. Snyder haben gezeigt, dass neurale
Stammzellen in vivo die Eigenschaft haben, zu einzelnen Glioblastomzellkolonien zu
migrieren. Daher wiren diese Stammzellen als ideales Transportvehikel fiir Proteine zur
Hemmung der Invasion, Proliferation und Angiogenese von malignen Gliomen denkbar.

Bisher ist dieses Migrationsverhalten jedoch nicht systematisch untersucht worden.

Wir nehmen an, dass die Stammzellen durch die von Gliomen exzessiv sezernierten
Wachstumsfaktoren zur Migration stimuliert werden, weswegen wir den Effekt von
konditionierten Medien verschiedener Glioblastomzelllinien sowie von isolierten
Wachstumsfaktoren auf ihr Migrationsverhalten im Boydenassay untersuchten. Als
Gegenhypothese stiinde, dass der entscheidende Stimulus zur zielgerichteten Migration
durch eine Reaktion der umliegenden Astrozyten bzw. Mikroglia hervorgerufen wird

und nicht durch die Tumorzellen selber.

Desweiteren gingen wir davon aus, dass die Stammzellen nicht nur in ihrer Fihigkeit
gefordert werden, auf das Tumorgewebe zuzuwandern, sondern auch dieses zu
infiltrieren. Um dies zu zeigen, konfrontierten wir die Zellen direkt mit
Tumorsphiroiden und verglichen das Ausmal} der Infiltration mit den Ergebnissen der

Boydenassays.



Einleitung

Glioblastoma multiforme

Aus der Gruppe der astrozytiren Neoplasien ist das Glioblastoma multiforme der
Tumor mit dem hochsten Malignititsgrad. Es hat eine Inzidenz von 6-7
Neuerkrankungen pro 100000 Einwohnern pro Jahr und kann in jeder Altersgruppe mit
einem Haufigkeitsgipfel zwischen dem 45. und dem 70. Lebensjahr auftreten. Es
représentiert 15-20 % aller intrakranieller Tumoren und 50 % aller zerebralen Gliome
(Black 1991). Bevorzugt sind Glioblastome in der Konvexitidt der GroShirnhemisphéren

lokalisiert, im Kindesalter treten sie auch im Bereich des Hirnstamms auf.

Makroskopisch gibt das Glioblastoma multiforme ein buntes Bild ab. Neben vitalem
Tumorgewebe kommt es zu zentralen Nekrosen, Einblutungen, zystischen
Veridnderungen und narbigen Reaktionen. Histologisch zeigt sich ein pleomorphes Bild
mit Kernatypien, GefidBproliferationen und strichférmigen oder fldchigen Nekrosen.
Meist ist der Tumor von einem perifokalem Odem mit Massenverschiebung umgeben.
Glioblastome konnen spontan auftreten oder auch im Rahmen eines hereditdren
Tumorsyndroms wie dem Li-Fraumeni-Syndrom oder dem Turcot-Syndrom. Klinisch
konnen sich Glioblastome abhingig von ihrer Lokalisation und GroéBe durch eine
Vielzahl von Symptomen #duflern. Mogliche Manifestationen sind Krampfanfille,
Zeichen erhohten intrakraniellen Drucks mit Kopfschmerzen, Sehstorungen, Ubelkeit
und Erbrechen, fokale neurologische Symptome und Zeichen wie Hemiparese,

Hemianopsie oder neuropsychologische Stérungen wie Aphasie oder Apraxie.

Die Verdachtsdiagnose eines Glioblastoms kann anhand der Klinik und durch
bildgebende Verfahren gestellt werden. In der Computertomographie (CT) zeigt sich
typischerweise eine Kontrastmittel anreichernde ringférmige Lésion mit einem
hypodensen zentralem Areal und einem fingerformig sich ausbreitendem perifokalem
Odem im Marklager. In der Kernspintomographie (MRT) zeigt sich in der T1-Wichtung
eine hyperintense Lision, die Gadolinum aufnimmt, und ein ausgedehntes Odem in der

T2-Wichtung.



Die Ausbreitung von malignen Gliomen wurde bereits in frithen neurochirurgischen und
neuropathologischen Verdffentlichungen geschildert. Sie erfolgt entlang von
Blutgefiflen, Basalmembranstrukturen und myelinisierten Axonen, bevorzugt entlang
der Sehstrahlung, durch das Corpus callosum oder die Commissura anterior, wodurch es
hiufig auch zu einer Ausbreitung auf die kontralaterale Seite kommt (Matsukado et al.
1961). Ein solches bifrontales Wachstum wird auch als Schmetterlingsgliom bezeichnet.
Die Invasion der Tumorzellen wird zur Zeit als ein dreischrittiger Prozess angesehen
(Liotta und Rao 1986): Der erste Schritt benotigt eine Adhidsion an Matrix-Proteine, die
durch vier groBere Rezeptorfamilien ermdglicht wird. Danach kommt es zur
Degradation der Matrix durch tumoreigene Metalloproteinasen (Ennis und Matrisian
1994), Serin Proteinasen, Cystein Proteinasen, Aspartat Proteinasen und
Endoglykosidasen (Romanic und Madri 1994) und letztlich zur aktiven Bewegung der

Zelle in den nun frei gewordenen intrazellulédren Platz.

Durch ihre hohe Proliferationsrate und ihr diffus-infiltrierendes Wachstum in das
umliegende Parenchym entziehen sich Glioblastome derzeit jeder kurativen Therapie.
Therapie der Wahl ist die Resektion, soweit dies ohne Risiko operationsbedingter
Morbiditit moglich ist, gefolgt von einer Strahlentherapie der erweiterten Tumorregion
mit einer Dosis von 54-60 Gy, appliziert in Einzelfraktionen von 1,8-2 Gy. Nach neuen
Ergebnissen einer Phase III Studie der EORTC konnte eine signifikante Verbesserung
der 2 Jahresiiberlebensrate mit einer zusitzlichen Gabe von Temozolomid (TMZ) in
einer initialen Dosis von TMZ 75 mg/m*/d gefolgt von 6 Zyklen einer adjuvanten
Therapie mit TMZ 150-200 mg/m*/d erreicht werden (Stupp et al. 2004; Stupp et al.
2005). Derzeit wird dieses Schema mit einer ,,one week on / one week off**- Therapie
verglichen, bei der eine hohere Exposition mit diesem Medikament erreicht werden
kann (Wick et al. 2004). Trotz multimodaler Therapiestrategien mit Operation,
Bestrahlung und/oder Chemotherapie betrigt die mittlere Uberlebenszeit nicht mehr als
15-18 Monate. Zum Zeitpunkt der Diagnose sind meist schon grofe Hirnareale
infiltriert, wodurch eine radikale neurochirurgische Resektion unmoglich wird. Im
Vordergrund neuer therapeutischer Ansédtze miissen daher einerseits die Schonung des
funktionell aktiven Parenchyms und andererseits die gezielte Suppression der

Tumorprogression stehen.



Neurale Stammzellen

Neurale Stammzellen (NSC) haben das Potential, sich sowohl in vivo als auch in vitro in
die verschiedene Zellsubtypen des zentralen Nervensystems wie Neurone, Astrozyten
und Oligodendrozyten zu differenzieren. Bis vor kurzem wurde angenommen, dass das
Gehirn nach der Geburt diese Fihigkeit zur Regeneration neuer Neurone verliert und
deswegen nach Verletzungen oder Krankheiten des Gehirnes einer schlechten Prognose
ausgesetzt ist. Jedoch fanden sich innerhalb des letzten Jahrzehnts immer mehr
Hinweise auf die Existenz neuraler Stammzellen und damit auch auf Neurogenese im
postnatalen Hirn, besonders im Bereich der subventrikuldren Zone und des

Hippocampus. (Dirks 2001)

Das Gehirn entwickelt sich aus primitiven neuroepithelialen Zellen der Ventrikelzone
und entlang des Neuralrohrs, die sich sowohl zu neuronalen als auch zu glialen Zellen
entwickeln konnen. Diese Zellen konnen durch ihre Expression von Nestin identifiziert
werden, das besonders stark zum Zeitpunkt der stidrksten neuroepithelialen Proliferation,
am embryonalen Tag 10,5 der Maus, exprimiert wird. Die terminale Differenzierung in
Neurone und Astrozyten fithrt zu einer Herunterregulation von Nestin und zur
Expression der entsprechenden zelltypischen Marker. Aber auch nach der Geburt findet
sich noch eine geringe Anzahl Nestin exprimierender Zellen. Besonders im Stratum
granulosum des Kleinhirns, sowie in den Zellen entlang der Ventrikel persistiert diese
Expression. Von dort migrieren die Zellen zum Beispiel entlang des ,,rostral migratory
streams® in den Bulbus olfactorius, um sich dort in Neurone zu differenzieren (Dirks

2001).

Neurale Stammzellen sind in den vergangenen Jahren vor allem auf Grund ihrer
Fahigkeit, verletztes oder fehlerhaftes Hirngewebe zu reparieren, in das Interesse der
Wissenschaft geriickt (Park et al. 2002). Dabei wandern sie auf pathologisch
verdndertes Hirngewebe zu, beispielsweise Ischimieareale, Gewebe nach traumatischer

Schéadigung, Entziindungsherde oder Tumore.

Die Fiahigkeit, zu soliden und infiltrierenden Tumoren zu migrieren, ist fiir die
Neuroonkologie von besonderem Interesse. Im Maus-Gliom Modell konnte gezeigt

werden, dass neurale Stammzellen die FEigenschaft haben, in vivo zu einzelnen
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Tumorzellkolonien zu migrieren und sich dort um den Tumor zu verteilen (Aboody et
al. 2000). Auch kleine Kolonien, die bisher operativ nicht zu resizieren waren und von
denen hiufig ein Tumorrezidiv ausgehen konnte, konnten von den Stammzellen erreicht
werden. Dieses Phianomen macht die Zellen attraktiv als spezifisches Transportvehikel
fiir therapeutisch wirksame Genprodukte in die unmittelbare Umgebung der
Tumorzellen, wo sie spezifisch die Proliferation, Migration und Angiogenese der
disseminierten Gliom-Einzelzellen hemmen konnten. Beispielsweise sind genetisch
modifizierte Stammzellen in der Lage, genetische metabolische Defekte in Neuronen

und Glia zu korrigieren und sogar die defizienten Zellen zu ersetzten (Flax et al. 1998).

Die Forschung iiber die Moglichkeit zur ZNS-Reparatur stiitzt sich derzeit auf 3
Strategien (Ourednik et al. 1999):

1.) Transplantation fetaler Zellen als Ersatz fiir betroffene Zellpopulationen oder
Ausbildung von fehlenden Strukturkomponenten wie Myelin, um Gewebebriicken fiir
die axonale Regeneration von Empfingerzellen auszubilden, bzw. deren weitere
Degeneration zu verhindern. Die Spenderzellen haben zusitzlich ein hohes Potential, im
Empfingergehirn restorative Mechanismen zu fordern.

2.) Anwendung von Neurotrophinen und/oder Cytokinen zur Verminderung oder
Verhinderung progressiver Neurodegeneration, Stimulation von Neuritenwachstum,
Fithrung wachsender Axone an ihr Ziel und Forderung der Ausbildung von Synapsen.
3.) Ersatz fehlender neuroaktiver Molekiile wie Enzyme und Neurotransmitter. Als
Vehikel fiir Gentherapieprodukte bieten sich besonders Stammzellen als ideale
Kandidaten an, da diese einfach durch die meisten viralen und non-viralen Gentransfer-
Methoden modifiziert werden konnen und die Genproduktion beibehalten, selbst die
Transfektion multipler Gene wére moglich. Sie konnten in das Gehirn implantiert
werden, ohne dass es dabei einer Konditionierung wie zum Beispiel der Bestrahlung bei
einer Knochenmarkstransplantation bedarf. Nach der Transplantation konnen die Zellen
im Gehirn an den Ort der Lision migrieren, wo sie sich durch ihre hohe Plastizitét in
den dort bendtigten Zelltyp differenzieren und sich in die Zytoarchitektur integrieren
konnen. Auf diese Weise wire es moglich, Nebenwirkungen zu minimieren, da
Stammzellen in unmittelbarer Nachbarschaft des betroffenen Hirnareals wirken wiirden
und eine systemische Wirkung der exprimierten Faktoren durch die Blut-Hirn-Schranke
ausgeschlossen werden konnte. Da es weiterhin nicht zu AbstoBungsreaktionen kime,

lieBe sich auf eine Immunsuppression verzichten.
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In einer Reihe von Experimenten konnte die Fiahigkeit von NSC, fehlende Zellen im
degenerierenden Gehirn zu ersetzen, gezeigt werden. In der ,,meander tail” (mea) Maus,
die in bestimmten Regionen des Kleinhirns nicht geniigend Kornerzellen ausbildet,
ersetzten bei Geburt implantierte Stammzellen grole Teile der fehlenden Zellen
(Rosario et al. 1997). Die ,,reeler (rl) Maus, die sich durch die Mutation eines Gens fiir
das extrazelluldres Matrixmolekiil Reelin auszeichnet und eine abnorme laminire
Anordnung von Neuronen aufweist, wurde bei Geburt mit NSC transplantiert. Diese
ersetzten nicht nur fehlende Neurone, sondern erzeugten auch eine dem Wildtyp
entsprechendere laminédre Zytoarchitektur, vermutlich indem sie fiir die Histogenese
wichtige Molekiile inklusive Reelin erzeugten (Park et al. 2002). Die ,,shiverer* (shi)
Maus zeichnet sich durch dysmyelinisierte Oligodendroglia auf Grund von fehlendem
,myelin basic protein“ aus, wodurch es zu dem charakteristischen Zittern der Maus
kommt. Auch hier kam es nach Transplantation zu einer globalen Verbesserung der
Myelinisierung und zu einem Sistieren des Zitterns (Yandava et al. 1999). Diese
Fahigkeit zur Remyelinisierung spielt eine wichtige Rolle in vielen genetischen (z.B.
Leukodystrophien und angeborenen metabolischen Storungen) und erworbenen (z.B.
traumatisch, entziindlich oder hypoxisch-ischdmisch bedingt) neurodegenerativen
Prozessen. In vorldufigen Studien fand sich in Miusen, deren dopaminerge Zellen mit
sytemischen MPTP (1-Methyl-4-Phenyl-1,2,3,6-Tetrahydropyridin) selektiv zerstort
wurden und die unilateral mit NSC transplantiert wurden, eine aus Spender- und
Empfingerzellen zusammengesetzte dopaminerge Zellpopulation. Dies 1463t vermuten,
dass NSC nicht nur fehlende Zellen ersetzen, sondern auch die regenerierenden

Fahigkeiten des Gehirn reaktivieren.

Die Kombination von Zellersatz und Gentherapie zeigte schon einige Erfolge. Miusen
wurden nach Zufiigung einer ischdmischen Lésion entweder nicht-modifizierte
Stammzellen tranplantiert oder Stammzellen, die Neurotrophin-3 iiberexprimieren, das
eine Rolle in der neuronalen Differenzierung spielt. Beide Gruppen zeichneten sich
durch eine teilweise Regeneration des ischimischen Gewebes aus, in der zweiten
Gruppe fand sich jedoch eine hohere Anzahl von diesen Stammzellen abstammender
Neuronen (Park et al. 1999). Als Fortfiihrung der Experimente mit Parkinson-Mausen
wie oben beschrieben, wurden den Miusen NSC transplantiert, die das neurale

Zelladhdsionsmolekiil L1 iiberexprimieren, das Zellmigration und Neuritenwachstum
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fordert. Auch bei diesen Méusen fand man eine hohere Zahl von dopaminergen Zellen.
Auch therapeutische Gene wurden bereits bei Erkrankungen wie der
Mucopolysaccharidose Typ VII angewendet, bei der es durch eine frameshift Mutation
im Gen fir B-Glucuronidase zu einer Anhdufung von Glycosaminoglycanen in
Lysosomen und damit zu einer progressiven Degeneration im Gehirn kommt. Durch
intraventrikuldre Implantation von modifizierten Stammzellen konnte das fehlende
Enzym lebenslang ersetzt werden (Snyder et al. 1995). Ahnliche Erfolge konnten bei
Miusen mit Tay-Sachs-Erkrankung erzielt werden, denen NSC mit dem Gen fiir die o-

Untereinheit fiir B-Hexosaminidase transplantiert wurde (Lacorazza et al. 1996).

In vitro Migrationsassays

Da durch histologische Schnitte von chirurgischen Biopsien und von Autopsiegewebe
die dynamischen Aspekte der Tumorzellmigration nicht beurteilt werden kdnnen, wurde
eine Reihe von in vivo und in vitro Tests entwickelt. Im Tiermodell zeigen chemisch
induzierte Hirntumore eine geringe Inzidenz und eine lange Latenz, so dass diese neben
einem hoheren Arbeitsaufwand im Labor wenig geeignet fiir Migrationsanalysen sind.
Transplantierte Tumore wachsen dagegen bedingt durch ihre hohe Proliferationsrate
meist expansiv und nicht wie menschliche Hirntumore durch diffuse lokale Invasion

(Pilkington et al. 1997).

Aus diesem Grunde wurden eine Reihe von in vitro Techniken etabliert, diese beginnen
mit einfachen Monolayer-Kulturen und fithren zu komplexeren dreidimensionalen
Kulturmodellen. Im Monolayer-Modell kann die zufillige nicht-richtungsgebundene
Bewegung individueller Zellen und die richtungsgebunde Bewegung von einer
Zellmasse weg mit Hilfe von Zeitraffer-Videomikroskopie oder durch tégliche Messung
einer migrierenden Zellpopulation beobachtet werden (Corcoran et al. 2003). Fiir eine
einfachere Beobachtung haben sich zwei Methoden als sinnvoll erwiesen. So kann einer
konfluente Monolayer-Kultur entweder ein Kratzer zugefiigt werden, innerhalb dessen
die Migration beobachtet werden kann (,scratch“-Technik), oder man sit Zellen
innerhalb eines Ringes, den man nach einiger Zeit entfernt und nun eine Migration von

diesem Zentrum aus beobachten kann (,,fence migration assay*).
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Ein weiterer Test zur Quantifizierung der Migration von Zellen ist der Boydenassay, mit
dessen Hilfe der mitogene Effekt verschiedener Substanzen auf Zellen gemessen kann.
Urspriinglich wurde dieser Test fiir Leukozyten entwickelt (Boyden 1962), mittlerweile
existiert jedoch auch eine modifizierte Form fiir andere Zellen, wie zum Beispiel
Gliomzellen oder Stammzellen. Hierfiir werden Zellen von der zu testenden Substanz
durch eine semipermeable Membran getrennt und konnen diese in Abhéngigkeit von der
SHAttraktivitat™ der Testsubstanz fiir die Zellen in unterschiedlichem Mafle
durchwandern. Zur Auswertung konnen die Zellen, die die Membran durchwandert und
sich auf der Gegenseite angeheftet haben, nach einer bestimmten Inkubationszeit

angefarbt, fixiert und ausgezihlt werden.

Bei diesen Modellen handelt es sich jedoch um stark vereinfachte, zweidimensionale
Modelle, bei denen wichtige Aspekte auller Acht gelassen werden. Um die spezifischen
biochemischen und morphologischen Eigenschaften von Hirngewebe in vivo besser zu
bewahren, werden héufig dreidimensionale Sphéiroidmodelle gewéhlt. Sphiroide dhneln
in ihrem Aufbau dem Mikromilieu kleiner avaskuldrer Tumore mit einer dueren Zone
proliferativer Zellen, einer intermediiren Zone hypoxischer Zellen und einer zentralen
Nekrosezone, bedingt durch einen Mangel an Sauerstoff und Nihrstoffen mit einer
Anreicherung von Abbauprodukten und einem niedrigen pH-Wert. Dieser Aufbau mit
zentraler Nekrose findet sich meist ab einer kritischen Gréfe von 500 um (Kunz-
Schughart et al. 1998). Derartige Sphiroide bilden sich von den meisten Zellen spontan
in sich drehenden Kulturflaschen, in Zellsuspensionen auf nicht adhisiven Substraten
wie Agar oder im hingenden Tropfen. Da sich in den Sphéroiden Zell-Zell- und Zell-
Matrix-Kontakte ausbilden, lassen sie sich besonders gut im Konfrontationsmodell mit

anderen Zellen zur Untersuchung der Invasionsfihigkeit verwenden.
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Wachstumsfaktoren

Wihrend der letzten 30 Jahre sind viele verschiedene Wachstumsfaktoren entdeckt
worden. Die meisten wurden urspriinglich als Mitogene identifiziert, doch
weiterfilhrende Studien haben gezeigt, dass sie auBer der Proliferation auch die
Migration und/oder Invasion von Tumorzellen beeinflussen konnen. Viele der
bekannten Wachstumsfaktoren werden in Gliomzellen exprimiert, so zum Beispiel
Scatter factor/Hepatocyte growth factor, Fibroblast growth factor, Platelet-derived
growth factor, Insulin-like growth factor, Transforming growth factor, Pleiotrophin,
Midkine und Vascular endothelial growth factor. Fiir viele dieser Faktoren konnte ein
Zusammenhang zwischen der mRNA- und Proteinexpression und dem Malignitétsgrad
des Glioms gezeigt werden (Hermanson et al. 1992; Mishima et al. 1997; Schlegel et al.
1990; Schmidt et al. 1999). Ebenso konnten die entsprechenden Rezeptoren auf den
Gliomzellen nachgewiesen werden, was zahlreiche autokrine und parakrine Regelkreise
fiir die Stimulation der Gliome vermuten l46t. Die Rezeptoren auf der Oberfliche der
Tumorzellen konnen entweder 16sliche Liganden von der selben (autokrin) oder von
nahegelegenen Zellen (parakrin) binden. Durch alternatives Spleilen konnen Isoformen
von membrangebundenen Faktoren entstehen, die an die korrespondierenden
Rezeptoren der selben (juxtakrin) oder benachbarten Zelle (parakrin) binden. Auch kann
es zu einer intrazelluldren Interaktion zwischen Rezeptor und ihrem Ligand kommen

(intrakrin) (Hamel und Westphal 2000).

Scatter factor/hepatocyte growth factor (SF/HGF)

SF/HGF war in vergleichenden Studien der Wachstumsfaktor mit der stirksten
chemotaktischen Wirkung auf Gliomzellen (Brockmann et al. 2003). Es besteht aus
einer 60 kD groBlen alpha-Kette und einer 30 kD groBen beta-Kette, die durch eine
Disulphidkette miteinander verbunden sind, und bindet an den Tyrosinkinase Rezeptor
MET, der von dem Proto-Onkogen c-met kodiert und von bisher allen untersuchten
Glioblastomzelllinien exprimiert wird (Lamszus et al. 1999). Im Nagermodell konnte
das Wachstum von Gliomen durch Uberexpression von SF/HGF gesteigert (Laterra et
al. 1997) und durch Antagonisierung mit Ribozymen vermindert werden (Abounader et

al. 2002).
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Epidermal growth factor (EGF)

EGF stellt ein aus 53 Aminosduren bestehendes hitzestabiles Peptid mit einem
Molekulargewicht von 6000 Dalton dar, das drei intramolekulare Disulphidbriicken
enthdlt. Sein Rezeptor (EGFR) ist eine Tyrosinkinase, an das auch das strukturell
dhnliche TGF-o bindet. [In vitro hédlt EGF neurale Stammzellen im Zellzyklus und
fordert so ihre Proliferation und verzogert die Differenzierung. In vivo Experimente
zeigten, dass EGF stimulierend auf die Proliferation und Genese von Glia, jedoch
hemmend auf die Generation von Neuronen wirkt (Kuhn et al. 1997). Erhohte Level
von EGFR in Glioblastomen sind in 40 — 50 % auf eine Amplifikation des erbB-1 Gens
zuriickzufithren, dabei wird meist eine Mutante, jedoch auch der Wildtyp von EGFR,

sowie die Liganden EGF und TGF-a exprimiert (Collins 1995).

Fibroblast growth factor (FGF-1 und FGF-2)

FGF gehort zu der Gruppe der heparinbindenden Wachstumsfaktoren. Es kommt in 19
unterschiedlichen Formen vor, die beiden wichtigsten und bisher am besten
untersuchten sind das saure FGF (aFGF oder FGF-1) und das basische FGF (bFGF oder
FGF-2). Beide stimmen in ihrer Aminosduresequenz zu 52 % iiberein und binden als
Dimer an einen oder mehr ihrer vier Rezeptoren (FGFR 1-4). Nach Bindung ihres
Liganden dimerisieren und autophosphorylisieren diese Thyrosinkinasen und starten so
eine intrazelluldre Signalkaskade (Dunn et al. 2000). FGF-2 kann wie EGF die
Proliferation von neuralen Stammzellen fordern und deren Differenzierung hemmen,
indem es sie im Zellzyklus hilt. Diese beiden Wachstumsfaktoren sind in der in vitro
Kultur fiir Proliferation und Langzeitiiberleben notwendig. Im Gegensatz zu EGF wird
durch FGF-2 jedoch vornehmlich die Neurogenese gefordert (Kuhn et al. 1997). FGF-2
wird bereits von niedriggradigen Gliomen exprimiert und korreliert nicht mit dem
Malignitétsgrad. Es besitzt selbst nur schwache angiogenetische Wirkung, hat jedoch
als Kofaktor mit VEGF und HGF/SF eine grofe Bedeutung (Schmidt et al. 1999).

Moglicherweise ist auch FGF-4 an der Angiogenese in Gliomen beteiligt.

Platelet-derived growth factor (PDGF-AA, PDGF-BB)

PDGF wurde urspriinglich als Mitogen fiir Fibroblasten im menschlichen Serum und in
den o-Granula der Thrombozyten entdeckt. Dabei handelt es sich um Dimere, deren
beide Teile durch 3 Disulphidbriicken verbunden sind. PDGF kommt dabei in den 3
Isoformen PDGF-AA, PDGF-BB und PDGF-AB vor. Die A- und B-Kette sind
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hinsichtlich ihrer Aminosdurestruktur zu 60 % homolog. Die Bindung des
Ligandendimers fiihrt zu einer Dimerisation seines Tyrosinkinase-Rezeptors, wobei
PDGF-A nur an den Rezeptor PDGFR-o, PDGF-B an beide Rezeptoren, jedoch mit
hoherer Affinitit an PDGFR- bindet. Der alpha-Rezeptor scheint dabei der
Hauptrezeptor in Gliomzellen zu sein, wihrend der beta-Rezeptor hauptsidchlich in
Tumorendothel zu finden ist (Hermanson et al. 1992). Dem Faktor wird eine Rolle in
der Proliferation und Migration glialer Zellen zugeschrieben. PDGF-BB, jedoch nicht
PDGF-AA spielt auch eine indirekte Rolle in der Angiogenese einiger humaner

Gliomzelllinien, indem es die Sekretion von VEGF induziert (Tsai et al. 1995).

Insulin-like growth factor (IGF-1 und IGF-2)

Im Gegensatz zu den meisten anderen Wachstumsfaktoren zirkulieren IGFs mit dem
Blut und haben so auch endokrine Funktionen mit insulindhnlicher Wirkung. Wihrend
IGF-1 ein basisches Polypeptid aus 70 Aminoséduren darstellt, handelt es sich bei IGF-2
um ein saures Polypeptid aus 67 Aminosduren, das zu 60 % mit denen des IGF-1
ibereinstimmt. Beide Faktoren dhneln in ihrer Struktur dem Proinsulin. IGF-1 bindet
mit hoherer Affinitét als IGF-2 an Typ 1 IGF-Rezeptoren mit Tyrosinkinase-Aktivitét.
Nicht glykosyliertes IGF-2 bindet dagegen an den Typ 2 IGF-Rezeptor, einem
Mannose-6-Phosphat Rezeptor (Braulke 1999). Zusitzlich konnen sie an mindestens 9
IGF binding proteins (IGFBP) binden. Die Faktoren spielen eine wichtige Rolle
wihrend der ZNS-Entwicklung und werden lebenslang im ZNS exprimiert (Baskin et
al. 1988). Eine Korrelation von IGF/IGFR und Proliferation konnte bisher nicht
aufgestellt werden, jedoch scheint IGF-1 ein wichtiger ,survival factor* fiir
Tumorzellen zu sein und Zelltransformation zu ermoglichen (Resnicoff und Baserga

1998).

Transforming growth factor (TGF-a, TGF-; und TGF-£,)

TGF-« stellt eine Polypeptidkette aus 50 Aminosduren mit drei Disulphidbriicken dar
und ist sowohl beziiglich seiner biochemischen Struktur, als auch seiner biologischen
Aktivitdt mit EGF, jedoch nicht mit TGF-f vergleichbar. Es konkurriert mit ihm um den
gleichen Rezeptor (EGFR) auf aequimolarer Basis, fiir einen eigenen Rezeptor gibt es

derzeit keinen Hinweis.
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TGF-B kommt in zwei molekularen Formen vor: TGF-; und TGF-f,. Beides sind
Homodimere mit 112 Aminosduren pro Kette, die eine 70 prozentige
Sequenzhomologie aufweisen. Zusitzlich besteht eine heterodimere Kombination der
beiden Untereinheiten TGF-f,,. In den meisten Zellen entspricht die biologische
Aktivitit beider Dimere einander. Glioblastomzellen bilden jedoch eine Variante von
TGF-B, mit starker immunsupprimierender Wirkung. In Glioblastomen wird es
hauptsédchlich in neovaskularisierten Arealen um Nekrosen herum und in
Tumorrandzonen exprimiert. Es bindet an Serin/Threoninkinasen und fordert Migration,
Prolifertation und Invasion von Gliomzellen (Merzak et al. 1994). Seine Hauptfunktion
liegt jedoch wahrscheinlich in der immunsupprimierenden Wirkung, indem es die 1L-2
abhiéngige Proliferation von T-Zellen und die Genese zytotoxischer T-Lymphozyten

unterdriickt (Fontana et al. 1991).

Midkine und Pleiotrophin (MK und PTN)

MK und PTN gehoren zu den heparinbindenden Wachstumsfaktoren. Sie haben eine zu
50 % identische Aminosduresequenz und eine sehr dhnliche dreidimensionale Struktur
mit zwei durch eine flexible Binderegion verbundene Doménen mit je drei B-
Faltblattstrukturen. Sie scheinen an die gleichen Rezeptoren (PTP-C und ALK) zu
binden. Beide sind an der Entwicklung des ZNS beteiligt und spielen eine Rolle bei der
Neurogenese und Neuritenmigration. In dhnlicher Weise haben sie biologische Aktivitit
als Mitogen, bei der Transformation, Fibrinolyse, Chemotaxis und Angiogenese
(Kadomatsu und Muramatsu 2004). Die MK-Expression nimmt mit Zunahme des
Malignitétsgrads von Astrozytomen zu und ist signifikant mit der Prognose verkniipft
(Mishima et al. 1997). Auch PTN wird von Hirntumoren in erhohtem MaBe exprimiert
(Kurtz et al. 1995).

Problemstellung

Uber die spezifischen Mechanismen, die fiir die Migration von neuralen Stammzellen
verantwortlich sind, ist bisher wenig bekannt. Der zielgerichteten Stimulation von
Stammzellen, auf maligne Gliome zuzuwandern, konnen zwei Theorien zu Grunde

liegen. Wir nehmen an, dass die Diffusion von Wachstumsfaktoren eine entscheidende
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Rolle spielt, da typischerweise deren Konzentration in der Umgebung von
Glioblastomen erhoht ist (Lamszus et al. 1998). Zum einen koOnnte nun der
entscheidende Stimulus eine direkte Reaktion auf die von den Tumorzellen sezernierten
Wachstumsfaktoren sein. Andererseits konnte es sich aber auch um eine indirekte
Reaktion durch das umgebende Hirngewebe, zum Beispiel durch reaktive Astrozyten
oder aktivierte Mikroglia sein, die unspezifisch mit verschiedenen pathologischen
Lisionen assoziiert sind. Um erstere These zu untermauern, untersuchten wir in dieser
Studie den Effekt von konditionierten Medien, die von Kulturen zehn verschiedener
Gliomzelllinien gewonnen wurden auf die Migration von murinen neuralen

Stammzellen.

Weiterhin analysierten wir die Fihigkeit von 13 tumorassoziierten Wachstumsfaktoren,
einzeln die Migration der Stammzellen zu stimulieren und korrelierten dies mit dem

Rezeptorstatus der untersuchten neuralen Stammzelllinie mit Hilfe der RT-PCR.

Dariiber hinaus untersuchten wir die Invasion von Stammzellen in dreidimensionale
Tumorsphiroide im Sphéroid-Kokultursystem und stellten diesem System die
Ergebnisse des zweidimensionalen Boydenassays gegeniiber, dessen Testziel die

Quantifizierung der Migrationsfahigkeit ist.
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Material und Methoden

Alle Zellkulturarbeiten wurden unter der Sicherheitswerkbank unter keimarmen
Bedingungen ausgefiihrt. Die Werkbank wurde zu Beginn, sowie nach Beendigung der
Arbeit mit 70 % Ethanol ausgewischt. Alle Behiltnissoffnungen wurden unter der
Werkbank nach Offnen und vor VerschlieBen am Bunsenbrenner erhitzt. Es wurden

ausschlieBlich autoklavierte Pipettenspitzen verwendet.

Zelllinien

Die murine neurale Stammzelllinie C17.2 wurde uns freundlicherweise von Dr. Evan
Snyder, M.D. (Burnham Institute, San Diego, USA) zur Verfiigung gestellt. Diese
wurde urspriinglich aus dem externen Stratum granulosum des Kleinhirns vier Tage
alter Méuse isoliert und mit dem c-myc Onkogen durch retrovirale Transfektion
immortalisiert. Weiterhin wurden sie mit dem lacZ-Gen transfiziert, das fiir die E. coli
B-Galactosidase kodiert, um eine bessere Identifizierung zu ermoglichen (Snyder et al.
1992; Villa et al. 2000). Obwohl die C17.2 Zellen in vitro immortalisiert sind, zeigen
sie in vivo einen Proliferationsstopp innerhalb von 48 Stunden, sind nicht tumorigen und
antworten regelrecht auf differenzierende Reize. Diese murinen neuralen Stammzellen
wurden in neuro-regenerativen Experimenten verwendet und konnten nach
Transplantation eine hohe migratorische und regenerative Antwort in verschiedenen

neuropathologischen Lisionen ausldsen (Flax et al. 1998).

Die humane Gliom-Zelllinie U87 erhielten wir von der American Type Culture
Collection (Rockville, MD, USA). Die humanen NCE- (Neurochirurgie Eppendorf)
Glioblastomzelllinien G28, G44, G63, G96, G112, G123, G130, G169 und G350
wurden von Glioblastomen von Patienten, die in der Abteilung Neurochirurgie des
Universitédtskrankenhauses Hamburg-Eppendorf behandelt wurden, gewonnen und nach
bekanntem Protokoll kultiviert (Westphal et al. 1994). Diese 10 Kulturen wurden auf
Grund ihrer Fahigkeit ausgewihlt, in einem Agar-beschichteten Kultursystem

dreidimensionale Sphéroide zu bilden.
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Medien und Zellkultur

Fiir die Zelllinien wurden folgende Medien verwendet.

C17.2
e Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) (Gibco)
® 10 % fetal-bovines Serum (FBS)
® 5 % Pferdeserum
® | % L-Glutamin

® 1 % Natrium-Pyruvat

Alle Gliomzelllinien mit Ausnahme von U87
e Modified Eagle’s Medium (MEM)
® 10 % fetal-bovines Serum
* | % L-Glutamat

¢ 1 % Natrium-Pyruvat

e Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)
® 10 % fetal-bovines Serum
* 1 % L-Glutamat

¢ 1 % Natrium-Pyruvat

Die Medien wurden bei 4 °C im Kiihlschrank gelagert und vor Gebrauch einige
Minuten bei 37 °C erwidrmt. Alle Zellen wurden in Zellkulturflaschen (Falcon, Becton
Dickinson Labware, Franklin Lakes, NJ, USA) unter Zugabe ihres Mediums ausgesiit
und im Inkubator bei 37 °C und 10 % CO; inkubiert. Alle zwei bis drei Tage wurde das
Medium gewechselt. Bevor die Zellen konfluent ausgewachsen waren, wurde das
Medium durch 1 ml 0,25 % Trypsin ersetzt, um die Haftung der Zellen vom
Flaschenboden aufzuheben. Die abgelosten Zellen wurden in Medium resuspendiert und

in geringerer Dichte neu ausgesiit.
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Gewinnung von konditioniertem Medium

Um konditioniertes Medium zu gewinnen, wurden zu 95% konfluente Kulturen fiir 5
Tage mit serumfreien Medium inkubiert. Dieses stellten wir folgendermallen her:

e zu gleichen Teilen Ham’s F12 (Biochrom, Berlin, Deutschland) und

e Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)

® 2 9% Insulin Transferrin

* | % L-Glutamin

¢ 1 % Natrium-Pyruvat

¢ 1 % Linolic acid Albumin (alle von Sigma, St. Louis, MO)

Die gewonnenen Medien wurden zentrifugiert, um Zellreste zu entfernen. Anschlie3end
bestimmten wir die Proteingesamtkonzentration mit einem Bicinchoninsiure-Assay
(Pierce, Rockford, IL). Nach Abgleich der Proteingesamtkonzentration wurden von den
konditionierten Medien Verdiinnungsreihen in unverdiinnter, in 50 % und in 10 %

Konzentration hergestellt.

Modifizierter Boydenkammer-Migrationsassay

Der Boydenassay dient zur Testung des Migrationsverhaltens von Zelllinien. Dabei
werden auf eine Seite eines Filters Zellen aufgebracht, wihrend sich auf der anderen
Seite verschiedene Substanzen befinden, deren migrationshemmende oder —férdernde
Eigenschaften abgeklidrt werden sollen. (siehe Abbildung 1) Wir untersuchten die
chemotaktische Wirkung von konditionierten Medien 10 verschiedener humaner

Gliomzelllinien und 13 humaner rekombinanter Wachstumsfaktoren auf C17.2 Zellen.

Die folgenden rekombinanten Wachstumsfaktoren wurden in Konzentrationen von 1
pM bis zu 50 nM verwendet: Scatter factor (SF/HGF) (freundlicherweise zur Verfiigung
gestellt von Dr. Ralph Schwall, Genentech Inc., San Franciso, CA, USA), Fibroblast
growth factor-2 (FGF-2), Pleiotrophin (PTN) (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA),
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Epidermal growth factor (EGF), Fibroblast growth factor-1 (FGF-1), Insulin-like
growth factor I und II (IGF-I, IGF-II), Midkine (MK), Platelet-derived growth factor-
AA and -BB (PDGF-AA, PDGF-BB), Transforming growth factor-a, -B;, -B, (TGF-a,
TGF-B,,TGF-B,) (Peprotech, Rocky Hill, NJ, USA). Fiir Blockierungsexperimente
wurde ein neutralisierender, monoklonaler Antikorper gegen SF/HGF (R&D Systems,
Minneapolis, MN, USA) dem konditioniertem Medium von U87, G28 und G44 Zellen
in einer Konzentration von 20 ug/ml hinzugefiigt.

Am Vortag des Experiments wurde ein Nucleopore Filter (Porengrofle 8 um) (Neuro
Probe, Inc., Gaithersburg, MD, USA) in 3,5 ml Vitrogen 100 (Collagen Corp., Fremont,
CA, USA) und 96,5 ml 0,1 % Essigsdure eingelegt und iiber Nacht im Inkubator bei
37 °C belassen. Am néchsten Tag wurde der Filter mit einer Losung aus 100 ml
phospatgepufferter Salzlosung (PBS) und 100 ml bovinem Serumalbumin (BSA)

mehrmals gewaschen und anschlieend getrocknet.

Pipettenspitze Filter
Obere Kammer
L —1 ———— c———
SO NNSNNSNN ESSSSNSSNNNS LERRNRNRSN AN N ANNAY
Untere Kammer

Abbildung 1: Schematische Zeichnung der Boydenkammer. Obere und untere Kammer
sind durch einen semipermeablen Filter getrennt. Die Vertiefungen der unteren Kammer
enthalten die zu testenden Medien bzw. Wachstumsfaktoren. In die Vertiefungen der

oberen Kammer werden die neuralen Stammzellen pipettiert.

Je 30 pl der konditionierte Medien bzw. Wachstumsfaktoren wurden ziigig und
blasenfrei in Triplikaten in die unteren Vertiefungen der 96er- Boydenkammer
(Neuroprobe, Cabin John, Gaithersburg, MD, USA) gefiillt. Als Positivkontrolle diente

10 % fetales bovines Serum (FBS), als Negativkontrolle serumfreies Medium.
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AnschlieBend wurden Filter, Dichtung und Oberkammer so darauf gesetzt, dass der
Filter den unteren vom oberen Teil der Kammer trennte. Die C17.2 Zellen wurden nun
trypsiniert und zweimal mit Vollmedium und FBS gewaschen, wobei die Zellen jeweils
fiir 5 Minuten bei 1000 rpm abzentrifugiert wurden. Anschliefend folgten noch zwei
Waschginge mit Boydenassay-Medium, bestehend aus 100 ml DMEM, 1 ml L-
Glutamin und 100 mg BSA. Vor dem vierten Zentrifugieren wurden die Zellen gezéhlt,
um sie danach auf eine Konzentration von 300000 Zellen/ml zu resuspendieren. In die
Vertiefungen der Oberkammer erfolgt nun das randomisierte Auftragen von je 50 ul des
Boydenassay-Mediums entsprechend 15000 Zellen pro well, wobei die Zellen nach
jeweils ca. 20 wells erneut gemischt wurden. Nach fiinfstiindiger Inkubationszeit bei 37
°C mit CO;, wurde die Kammer auseinander gebaut und der Filter an der Oberseite
vorsichtig mit destilliertem Wasser abgewischt, um nicht migrierte Zellen zu entfernen.
AnschlieBend erfolgt die Fixierung und Férbung mit Diff Quick (Dade, Miinchen,
Deutschland). Die Zellkerne der migrierten Zellen wurden unter einem 40x Objektiv

mit kalibriertem Okularraster in zehn ,high-power fields* ausgezihlt.

Sphéroid-Kokultur-Assay

Als Basis fiir die Sphiroidgewinnung dienten Kulturflaschen, deren Boden mit einer
Agarschicht bedeckt war, um eine Adhédsion der Zellen an der Oberfliche der
Kulturflaschen zu verhindern (Yuhas et al. 1977). Um diese herzustellen, vermischten
wir 1 g Agar mit 30 ml sterilem H,O und erhitzten es in der Mikrowelle, anschlieBend
gaben wir 70 ml vorgewirmtes Medium DMEM dazu und fiillten je 3 ml im noch
heien Zustand in 25 ml Kulturflaschen. Nach Erkalten des Agars wurden jeweils 2 x
10° Zellen der zehn oben erwihnten Gliomzelllinien in diese Kulturflaschen mit 5 ml
Medium pipettiert. Nach zwei bis drei Tagen in Kultur bildeten sich dreidimensionale
Sphéroide unterschiedlicher Grofle. Bei Bedarf wurde ein Mediumwechsel
durchgefiihrt, indem das Medium mit den Sphéroiden abpipettiert und in ein 15 ml
Rohrchen gegeben wurde. Wir lieBen die Zellen fiir 5-10 Minuten sedimentieren und
saugten das iiberstindige Medium ab. Nach erneuter Resuspension mit 5 ml Medium
wurden die Sphéroide in eine neue beschichtete Flasche gegeben. Fiir die folgenden

Experimente wurden Sphéroide mit einem Durchmesser von 300um ausgewéhlt und in
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eine neue agarbeschichtete Kulturflasche iibertragen, da sich bei dieser GroBe noch
keine zentrale Nekrose zeigte, sondern ruhende, nicht proliferierende Zellen im

Zentrum der Sphéroide zu finden waren.

Jeder Flasche wurden 5 x 10° C17.2 Zellen hinzugefiigt. Nach 24 Stunden wurden die
Kokulturen mit 1 % Formalin/0,125 % Glutaraldehyd Losung fiir 20 Minuten fixiert
und anschlieBend zweimal mit PBS gewaschen. Stammzellen, die stabil J-
Galaktosidase (B-gal) exprimieren, wurden mit 5-bromo-4-chloro-3-indolyl [B-D-
Galaktosidase (X-gal) gefarbt. C17.2 Zellen enthaltende Sphéroide wurden auf eine
unbeschichtete 2,5 cm Petrischale iibertragen und fiir 12 Stunden in 2 ml X-gal Lésung
(2,2 ml ferri-ferro + 50 pl X-gal) inkubiert. Nach zweimaligem Waschen mit PBS
wurden die Sphiroide in Tissue-Tec (Sekura, Zoeterwonde, Niederlande) eingebettet, in
fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C konserviert. Cryostat Schnitte mit
einer Dicke von 13 pm wurden angefertigt, auf Objekttriger gezogen und mit 0,1 %

Eosin gegengefirbt.

RT-PCR Analyse

Der Wachtumsfaktor-Rezeptorstatus der murinen Stammzelllinie C17.2 wurde mit RT-
PCR analysiert. Die Gesamt-RNA der C17.2 Zelllinie und der Kontrollzelllinien
NIH/3T3 und PC12 wurde mit TriStar'™ (Hybaid GmbH, Heidelberg, Deutschland)
nach Anweisung des Herstellers extrahiert, dazu wurden die Zellen mit 1 ml TriStar
etwa 30 mal gemorsert und in einem Eppendorf-Tube 5 Minuten stehen gelassen. Um
die Proteine zu denaturieren, wurde die Suspension vorsichtig mit 200 ul Chloroform
gemischt, wieder fiir 5 Minuten stehen gelassen und anschlieBend fiir 15 Minuten bei 4
°C und maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert. Die wissrige Phase mit der RNA
konnte nun abpipettiert und mit 500 pl Isopropanol durchmischt werden. Nach 10
Minuten Zentrifugation bei 4 °C und maximaler Geschwindigkeit wurde der Uberstand
abgesaugt und das Pellet mit 1 ml 75 % Ethanol durchmischt und fiir weitere 5 Minuten
bei gleicher Geschwindigkeit zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und das
Pellet getrocknet und in 20 pl H,O resuspendiert. Um die DNA zu verdauen, wurden
dem Ansatz 2 ul DNAse, 2 ul RNAse Inhibitor und 2 pul MgCl, hinzugefiigt und fiir 3
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Stunden bei 37 °C belassen. AnschlieBend wurde die DNAse bei 95 °C fir 10 min

deaktiviert.

3 ug RNA wurden nun mit 27 ul H,O gemischt, fiir 10 Minuten ins Wasserbad bei 65
°C und anschlieBend fiir 2 Minuten auf Eis gestellt. Mit Hilfe von You-prime First-
Strand Beads (Amersham Pharmacia Biotech Inc., Piscataway, NJ) wurde die RNA in
cDNA transkribiert. =~ PCR Amplifikation wurde mit 1 pl cDNA in einem
Gesamtvolumen von 20ul durchgefiihrt. Die verwendeten Primer Paare (MWG-Biotech
AG, Ebersberg, Deutschland) werden in Tabelle 1 aufgefiihrt. Die PCR Reaktionen
beinhalteten 0,5 U Taq Polymerase, 0,5 mM dNTPs und 20 pmol jedes Primers in 1x
Puffer (10 mM Tris-HCI pH 8,3, 50 mM KCI, 1,5 mM MgCl,, 0,001% w/v Gelatine).
Die Reaktionen wurden zuerst bei 94 °C fiir drei Minuten denaturiert, gefolgt von 35
Zyklen von einer Minute bei 94 °C, einer Minute bei der entsprechenden annealing
Temperatur (siehe Tabelle 1) und einer Minute bei 72 °C im Thermocycler (Biometra,
Gottingen, Deutschland). 9 ul der PCR Produkte wurden mit Hilfe von Elektrophorese

auf 2 % Agarose Gel mit Ethidiumbromid analysiert.
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Oligonukleotid primer fiir die RT-PCR Analyse der Rezeptorexpression in C17.2
Zellen

Ziel Produkt
Rezeptor Sense Antisense GroBe (bp)
Temp.

FGFR-1 AGAAGCCTGAGACGCCGCCA CCAGCACAGCCCAGAAGAGG 443 55°
FGFR-2 AAATACCAAATCTCCCAACC GCCGCTTCTCCATCTTCT 373 59°
FGFR-3 ACTGTACTCAAGACTGCAGG GTCCTTGTCAGTCGCATCAT 635 55°
FGFR-4 CTGTTGAGCATCTTTCAGGG CGTGGAAGGCCTGTCCATCC 550 53¢
IGFR-1 GACATCCGCAACGACTATCAG GTAGTTATTGGACACCGCATC 395 55°
IGFR-2 CTGGAGGTGATGAGTGTAGCTCTGGC GAGTGACGAGCCAACACAGACAG 235 67°
TBR-1 ATCCATCACTAGATCGCCCT CGATGGATCAGAAGGTACAAGA 824 55°
TBR-2 CGTGTGGAGGAAGAACAACA TCTCAAACTGCTCTGAGGTG 560 55°
PDGFR-o AAGAGACCCTCCTTCTACCACC GTCGATGTCCTCGATGGTCT 400 59°
PDGFR- AGCTACATGGCCCCTTATGA GGATCCCAAAAGACCAGACA 380 59°
MET GAATGTCGTCCTACACGGCC CAGGGGCATTTCCATGTAGG 727  59°
ALK CCACAACGAAGCTGGAAGAGA GTCCCATTCCAACAAGTGAAGGA 319 59°
EGF-R CTGTTGAGCATCTTTCAGGG GTAGTTATTGGACACCGCATC 454 53°
PTP- intern GGGAGAACGGGGACATACATT CCTGTTACACTGCTTCAGGGC 335 57°
PTP-{ extern ACCAGCCTTCTGGTCACATGG CCAGGATTCAAGCCAGTGTCTTC 361 57°

Tabelle 1: Abkiirzungen: ALK: Anaplastische Lymphomkinase, bp: Basenpaare, EGF:
Epidermal growth factor, FGF: Fibroblast growth factor, IGF: Insulin-like growth
factor, PDGF: Platelet-derived growth factor, PTP-C: Protein-Tyrosin Phosphatase, R:

Rezeptor, TBR: Transforming growth factor Rezeptor -f3.

Statistische Analyse

Von allen in den biologischen Assays gewonnenen Werten wurde jeweils der Mittelwert
mit den Standardabweichungen berechnet. Statistische Unterschiede zwischen Kontroll-
und Experimentgruppe wurden mit dem ungepaarten t-Test verglichen.
Wahrscheinlichkeitswerte <0,05 wurden als statistisch signifikant gewertet. Die
Korrelationsanalyse wurde mit Hilfe des Produkt-Moment-Korrelationskoeffizient nach

Pearson berechnet. Hierfiir verwendeten wir folgende Formeln:
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Kovarianz:
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Ergebnisse

Chemotaktische Stimulation der neuralen Stammzellmigration

Fir die Untersuchung des chemotaktischen Effekts auf die Migration der
Stammezelllinie C17.2 testeten wir konditionierte Medien von 10 unterschiedlichen
Glioblastomzelllinien in verschiedenen Konzentrationen mit Hilfe des modifizierten
Boydenkammer-Migrationsassays. Als Negativkontrolle verwendeten wir serumfreies
Medium, als Positivkontrolle 10 % FBS. Fiir alle Proben konnte dabei in der
unverdiinnten Konzentration eine signifikante chemotaktische Stimulation gegeniiber
der Negativkontrolle beobachtet werden (sieche Abbildung 2). Bei fast allen Medien
auBer denen von G28 und G96 iibertraf der chemotaktische Effekt sogar noch den
Effekt der Positivkontrolle. Die Werte zeigten dabei eine Signifikanz mit einem
Wahrscheinlichkeitswert  p<0,001, nur bei der Zelllinie G28 lag der
Wahrscheinlichkeitswert bei p<0,05. Es wurde dabei eine Stimulation um das 2,5-fache
(Zelllinie G28) bis zum 14,8-fachen (Zelllinie G44) beobachtet. Die Effekte waren von
der Konzentration abhéngig, wobei die stirkste motogene Antwort durchgehend von der
hochsten Proteinkonzentration ausgelost wurde. Bei der 50 % Konzentration zeigte sich
in 9 von 10 Fillen mit Ausnahme von G28 ein signifikanter Effekt auf die Migration der
Stammzellen. U87, G44, G63, G112, G169 und G350 zeigten dabei eine Signifikanz
mit einem Wahrscheinlichkeitswert von p<0,001, G96, G123 und G130 dagegen nur
mit einem Wahrscheinlichkeitswert von p<0,05. Bei der zehnfachen Verdiinnung kam

es dagegen in keinem Falle zu einer signifikanten Stimulation.
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Abbildung 2: Chemotaktische Migration von C17.2 Zellen, induziert durch
konditionierte Medien von 10 humanen Gliomzelllinien in drei Konzentrationen
(unverdiinnt rote Sdule, 50 % - Verdiinnung orange Siule, 10 % - Verdiinnung griine
Sdule) im modifiziertem Boydenkammer-Migrationsassay. Negativkontrolle:
serumfreies Medium, Positivkontrolle 10 % FBS (Horizontale Linien). Ein doppelter
Stern zeigt eine signifikante Stimulation der Migration im Vergleich zu serumfreiem
Medium im ungepaarten t-Test mit einem Wahrscheinlichkeitswert < 0,001, ein

einfacher Stern Signifikanz mit einem Wahrscheinlichkeitswert < 0,05 im t-Test.

Um die fiir die chemotaktische Stimulation verantwortlichen Faktoren zu identifizieren,
analysierten wir die Migration von C17.2 Zellen als Antwort auf 14 verschiedene
rekombinante Wachstumsfaktoren. Mit Hilfe des modifizierten Boydenkammer-
Migrationsassays wurden alle Faktoren in Konzentrationen von 1 pM bis 50 nM
untersucht. Da wir bereits in vorangegangenen Pilotexperimenten feststellten, dass
SF/HGF eine stirkere migratorische Antwort als die anderen Wachstumsfaktoren
bewirkte, benutzten wir dieses in jedem individuellem Assay als Referenz. In den
einzelnen Assays beobachteten wir durchgehend eine signifikante Stimulation durch
SF/HGF mit einer glockenférmigen Dosis-Wirkungs-Kurve und einem maximal 2,5-
fachen Effekt bei einer Konzentration von 0,1 nM SF/HGF (siehe Abbildung 3 A-C und
Tabelle 2).
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Abbildung 3 A: Chemotaktische Migration von C17.2 Zellen, induziert durch
verschiedene Wachstumsfaktoren in Konzentrationen von 1 pM bis 50 nM in einem
modifizierten Boydenkammer-Migrationsassay, in dem SF/HGF, PTN, FGF-1, MK und
EGF parallel zueinander analysiert wurden. A bis C repridsentieren verschiedene

Boyden-Experimente.
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Abbildung 3 B: Chemotaktische Migration von C17.2 Zellen, induziert durch
verschiedene Wachstumsfaktoren in Konzentrationen von 1 pM bis 50 nM in einem
modifizierten Boydenkammer-Migrationsassay, in dem SF/HGF, TGF-f1, TGF-p2,
PDGF-AA und PDGF-BB parallel zueinander analysiert wurden. A bis C représentieren
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Abbildung 3 C: Chemotaktische Migration von C17.2 Zellen, induziert durch
verschiedene Wachstumsfaktoren in Konzentrationen von 1 pM bis 50 nM in einem
modifizierten Boydenkammer-Migrationsassay, in dem SF/HGF, TGF-«, IGF-I, IGF-1I
und FGF-2 parallel zueinander analysiert wurden. A bis C reprisentieren verschiedene

Boyden-Experimente.
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AuBer SF/HGEF {ibten nur drei andere Wachstumsfaktoren einen signifikanten Effekt auf
die Migration von C17.2 aus. FGF-2 erreichte einen maximal 2,2-fachen Effekt bei
einer Konzentration von 0,1 nM, TGF-o und PTN beide eine maximal 2,0-fache
Stimulation bei 50nM TGF-a, bzw. 10nM PTN (siehe Abbildung 3 A-C und Tabelle 2).
Der Effekt der anderen Wachstumsfaktoren war schwicher und erreichte in

wiederholten Versuchen nicht regelméBig Signifikanz; die relative Stimulation reichte

dabei von 1,4-fach bis 1,8-fach.

Stimulation der C17.2 Zellmigration durch Wachstumsfaktoren

C17.2 Zellen

relative Stimulation Konzentration (nM)
SF/HGF 2,5% 0,1
FGF-2 2,2% 0,1
TGF-o 2,0% 50,0
PTN 2,0% 10,0
TGF-f, 1,8 1,0
TGF-B, 1,8 0,01
FGF-1 1,8 10,0
PDGF-BB 1,7 0,1
EGF 1,7 10,0
MK 1,7 50,0
PDGF-AA 1,6 0,1
IGF-1I 1,5 50,0
IGF-1 1.4 0,1

Tabelle 2: Die Stimulation der Zellmigration durch Wachstumsfaktoren wurde mit
Hilfe des modifizierten Boydenkammer-Migrationsassays analysiert. Die Werte zeigen
die relative Stimulation bei der effektivsten Wachstumsfaktorkonzentration im
Vergleich zu unstimulierten Kontrollen. Ein Stern zeigt Signifikanz an (ungepaarter t-

Test, Wahrscheinlichkeitswert < 0.05).
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Da sich SF/HGF als stiarkster motogener Faktor erwies, fiihrten wir
Blockierungsexperimente mit unverdiinnten konditionierten Medien von drei
verschiedenen Glioblastomzelllinien durch, die die C17.2 Migration stimulierten. Die
Zugabe von neutralisierenden monoklonalen Antikdrpern gegen SF/HGF blockierte den
stimulierenden Effekt des konditionierten Mediums von G28 beinahe vollstindig
(97 %), den des Uberstandes von U87 zu 48 % und den des Mediums von G44 zu 63 %
(sieche Abbildung 4).
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Abbildung 4: Chemotaktische Migration von C17.2 Zellen, induziert durch
unverdiinnte konditionierte Medien von G28, U87 und G44 (rote Sdule). Reduktion der
C17.2 Zellmigration durch Zugabe von anti-SF/HGF Antikorpern in das konditionierte
Medium (orange Sdule). Negativkontrolle: serumfreies Medium (horizontale Linie). Ein
Stern zeigt Signifikanz im ungepaarten t-Test mit einem Wahrscheinlichkeitswert

<0,05.

Stimulation der Stammzellinvasion

Zehn verschiedene Glioblastomzelllinien wurden als Sphéroide kultiviert, um die

Bedingungen der in vivo Situation wie Dreidimensionalitit, enger Zellkontakt und
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interzelluldre Signalwege nachzuahmen. Sphiroide bis zu einem Durchmesser von 300
um entsprechen in vivo Mikrotumoren in einem Stadium, bevor Angiogenese eintritt.
Diese Sphiroide wurden fiir 24 Stunden mit C17.2 Zellen kokultiviert, danach wurde
das Migrationsmuster der Stammzellen in den Tumorsphidroiden analysiert. Von den
Kokulturen wurden 15 pm Gefrierschnitte angefertigt und die C17.2 Zellen mit X-Gal

gefirbt, um sie von den Gliomzellen unterscheiden zu kénnen.

Das Invasionsmuster der Stammzellen wurde in 4 Gruppen eingeteilt. Beinahe komplett
mit X-gal gefiirbte Sphiroide als Zeichen maximaler Invasion durch C17.2 wurde bei
den Gliomzelllinien G28 und G169 beobachtet (siche Abbildung 5). Moderate Invasion
zeigte sich in Sphiroiden von U87, G44 und G350. Kaum Invasion fand sich in G96,
G112, G123 und G130 Sphiroiden, wihrend sich in G63 Sphiroiden keine Invasion

zeigte.

Abbildung 5: Sphiroid-Kokultur-Assay von C17.2 Zellen und Sphiroiden von 10
humanen Gliomzelllinien. 15 pm dicke Gefrierschnitte nach X-gal-Farbung der lac-z
positiven C17.2 Zellen (blau). Die Zellen zeigen ein heterogenes Invasionsverhalten. A:

U87, B: G28, C: G44, D: G63, E: G96, F: G112, G: G123, H: G130, I: G169, J: G350.

Stammzellinvasion versus Stammzellmigration

Gewebeinvasion ist von verschiedenen Faktoren abhiingig, von denen Zellmigration ein
wichtiger Bestandteil ist. Daher verglichen wir das Ausmal} der Invasion, gemessen im

Sphéroid-Kokultur-Assay, mit dem Ausmall der motogenen Stimulation im
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modifizierten Boydenkammer-Migrationsassay (siche Tabelle 3). Wir erhielten keine
signifikante Korrelation zwischen der Stimulation der Migration und der Invasion.
Konkordante Ergebnisse in beiden Assays konnten fiir konditionierte Medien und
Sphiroide einiger Zelllinien wie U87, G96, G169 und G350 gezeigt werden, fiir einige
andere Zelllinien zeigten sich jedoch diskordante Ergebnisse, ganz besonders fiir die
Zelllinie G63, deren konditioniertes Medium stark die Stammzellmigration stimulierte,

wohingegen ihre Sphiroide keine Invasion von Stammzellen erlaubten.

Vergleich der C17.2 Zellmigration im Boydenassay und der Invasion im

Kokultur-Assay

Zelllinie Kokultur Boydenassay
ug7 ++ ++
G28 +++ +
G44 ++ ++++
G63 - +HH+
G96 + +
G112 + +++
G123 + ++
G130 + ++
G169 +++ +++
G350 ++ ++

Tabelle 3: Kokultur: Keine Invasion (-), kaum Invasion (+), moderate Invasion (++),
starke Invasion (+++); Boydenassay: 2-fache Stimulation (+), 3-fache Stimulation (++),

4-fache Stimulation (+++), 5-fache Stimulation (++++)

Expression von Wachstumsfaktor-Rezeptoren

Die Expression von 14 verschiedenen Rezeptoren der auf ihre motogene Aktivitit
untersuchten rekombinanten Wachstumsfaktoren wurde in C17.2 Zellen mit Hilfe von
RT-PCR untersucht. Parallel dazu wurden als Positivkontrolle die murinen Zelllinien

NIH/3T3 und PC12 analysiert. Die Mehrzahl der Rezeptoren wurde von der neuralen
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Stammzelllinie C17.2 exprimiert. Nur zwei Rezeptoren wurden nicht exprimiert,
Fibroblast growth factor receptor-1 (FGFR-1) und anaplastische Lymphomkinase
(ALK) (siehe Tabelle 4 und Abbildung 6).

Expression der Wachstumsfaktor-Rezeptoren von C17.2 Zellen

Rezeptor Ligand C17.2 NIH3T3 PC12
FGFR-1 FGF-1 ; - n
FGFR-2 FGF-2 (+) + -
FGFR-3 FGF-3 + ; +
FGFR-4 FGF-4 +) +) (+)
IGFR-1 IGF-1 + + +
IGFR-2 IGF-2 + + +
TPRR-1 TGF-B1 + + +
TBR-2 TGF-B2 + + +
PDGFR-o PDGF-AA, -BB + + +
PDGFR-f3 PDGF-BB + + -
MET SF/HGF + + -
ALK PTN, MK - + +
EGFR EGF, TGF-a + + +
PTPC-intern PTN, MK + + -
PTPC-extern PTN, MK + + +

Tabelle 4: RT-PCR Analyse: (+) bedeutet Nachweis eines PCR Produkts, (-) Fehlen
eines PCR Produkts.
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Abbildung 6: Expression der Wachstumsfaktorrezeptoren in C17.2 Zellen, dargestellt
durch RT-PCR. Bandgréfen sind in Tabelle 1 aufgefiihrt, die Ergebnisse sind in

Tabelle 4 zusammengefalt.
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Diskussion

Bei der Behandlung maligner Gliome greift man zur Zeit auf eine Kombination von drei
Modalititen zuriick. Diese sind die chirurgische Resektion, Chemotherapie und
Bestrahlung. Leider konnen jedoch alle diese Therapieformen selbst eine Verletzung
des Gehirns hervorrufen. Durch die Operation kommt es zu einer Zerstérung von nicht-
pathologischem Gewebe. Eine Resektion im Gesunden ist durch das invasive Wachstum
nicht moglich. Der verbleibende Resttumor, darunter auch verstreut liegende, invasiv
gewachsene Gliomzellen werden durch postoperative, adjuvante Strategien behandelt.
Als solche kommen Chemotherapie und/oder Bestrahlung in Frage, die jedoch héufig
mit einer signifikanten kognitiven Dysfunktion, Ataxie oder Demenz als Folge einer
Leukenzephalopathie oder Hirnatrophie assoziiert sind (Schlegel et al. 1999; Vigliani et
al. 1999). Ein wesentliches Ziel der neuroonkologischen Forschung ist daher,
therapeutische Strategien zu entwickeln, die gegen die infiltrierenden Gliomzellen
gerichtet sind und deren Wachstum und Expansion gezielt aufhalten, wohingegen das

umgebende Hirngewebe geschont wird.

Als neue Therapieform zur Behandlung infiltrierender Gliomzellen konnte sich
womoglich die Transplantation von genetisch modifizierten Stammzellen eignen. Erst
kiirzlich wurde entdeckt, dass transplantierte neurale Stammzellen in der Lage sind,
durch das adulte zentrale Nervensystem zu migrieren und sich in die normale
Zytoarchitektur des Empfingers einzugliedern (Hurelbrink et al. 2002; Snyder et al.
1995). Stammzellen wandern dabei gezielt durch gesundes Hirngewebe auf eine
pathologische Lision wie zum Beispiel ein Glioblastom zu. Es spielt dabei keine Rolle,
ob der Implantationsort im gesunden Gewebe der ipsilateralen oder der kontralateralen
Hemisphire, in den Ventrikeln oder sogar intravaskuldr auBerhalb des ZNS liegt
(Aboody et al. 2000). Es ist bereits gelungen, neurale Stammzellen genetisch so zu
modifizieren, dass sie bioaktive Molekiile direkt an ihrem gewiinschten Wirkungsort
produzieren konnen (Castellanos et al. 2002; Ehtesham et al. 2002; Park et al. 2002).
Auf diese Weise konnten systemische Nebenwirkungen gering gehalten werden, da sich
die Expression der therapeutischen Molekiile hauptsidchlich direkt am Ort der
Pathologie befinde. Bisher ist jedoch unbekannt, auf welche Signale diese Zellen mit

einer Migration durch das adulte ZNS reagieren.
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Eventuell lassen sich Parallelen zur Migration normaler Vorlduferzellen im
embryonalen Gehirn ziehen, iiber die bereits einiges bekannt ist. Diese lduft im
Wesentlichen auf zwei verschiedene Arten ab. Zu 80 % handelt es sich dabei um radiire
Zellwanderung. Die Zellen migrieren dabei vom proliferierenden Neuroepithelium aus
an einem Geriist von spezialisierten Gliazellen entlang in die d@uBeren Schichten des
Gehirns. Diese Geriistzellen sind nur in der Embryonalzeit prisent, man vermutet, dass
aus ihnen spiter Astrozyten entstehen. Besonders gut 146t sich dies an den Purkinje-
Zellen des Kleinhirns sehen. Auf molekularer Ebene spielen dabei unter anderem
Oberflichenrezeptoren und Liganden wie zum Beispiel Astrotactin, Neuregulin,
Laminin und a3-Integrin eine Rolle. Neben dieser radidren Wanderung gibt es noch eine
tangentielle Wanderung. Die Zellen wandern dabei orthogonal zu den oben
beschriebenen Geriistzellen. Eine solche Migration ist zum Beispiel im ,rostral
migratory stream* von der subventrikuliren Zone in den Bulbus olfactorius
beschrieben, die selbst im adulten Gehirn noch beobachtet werden kann. Die Zellen
bilden dabei Kettenaggregate und bediirfen dabei nicht der Fiihrung durch Gliazellen.
Auch hierbei scheinen Integrine eine Rolle zu spielen, wie Versuche mit B1-Integrin-
Antikorpern zeigten. Méuse, die das Molekiil PSA-NCAM nicht exprimierten, zeigten
eine verminderte Grof3e des Bulbus olfactorius, dem lag eine verminderte, jedoch nicht
aufgehobene Migration im ,rostral migratory stream* zu Grunde. Auch Slit und
Netrin 1 konnten bisher als wichtige Faktoren fiir die tangentielle Migration identifiziert
werden. Besonders die Ergebnisse aus diesem Forschungsbereich konnten sich zum
Verstindnis der Migration von Stammzellen heranziehen lassen. Demnach liee sich
vermuten, dass das Gewebe im erwachsenen Gehirn um den Tumor herum die
Eigenschaften der embryonalen Umgebung nachahmt und so eine Migration von

Stammzellen ermoglichen konnte (Dirks 2001).

Vermutlich reagieren neurale Stammzellen auf eine komplexe Mischung aus
Chemokinen und Substratmolekiilen (Romanic und Madri 1994). Craig et al. konnten
zeigen, dass Vorlduferzellen der subventrikuldren Zone von Mdiusen auf die Infusion
von EGF in die Seitenventrikel mit einer starken Proliferation reagierten und die
Bewegung in das normale Hirnparenchym gefordert wurde (Craig et al. 1996). Ahnliche
Versuche fithrten Kuhn et al. mit EGF und FGF-2 durch. Auch hier fiihrte die

intraventrikuldre Infusion dieser Wachstumsfaktoren zu einer Anderung im
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Proliferations-, Migrations- und Differentiationsverhalten der Vorlduferzellen in der

subventrikuldren Zone (Kuhn et al. 1997).

Wir nahmen daher als Hypothese an, dass auch transplantierte Stammzellen auf
Anderungen in der Konzentration von Wachstumsfaktoren und Substratmolekiilen mit
einer Anderung ihres Migrationsverhaltens reagieren wiirden. Um die Mechanismen der
Stammzellmigration zu analysieren, untersuchten wir die migratorischen und invasiven
Eigenschaften von C17.2 Zellen als Antwort auf 16sliche Faktoren von Tumorzellen und

in direkter Konfrontation mit Glioblastomsphéroiden in vitro.

Um zu zeigen, dass es sich bei der Migration der Stammzellen um eine direkte Reaktion
auf die von den Tumorzellen sezernierten Wachstumsfaktoren handelt und nicht etwa
lediglich um eine indirekt vermittelte Reaktion durch die umliegenden Astrozyten oder
Mikroglia, kultivierten wir 10 verschiedene Glioblastomzelllinien und gewannen nach
einigen Tagen deren Medium. Da menschliche Glioblastome in vivo in ihrem Profil
ihrer Wachstumsfaktorexpression, in ihrer Genetik, und in ihrer biologischen Aktivitit
heterogen sind, gingen wir davon aus, dass sich auch in vifro die konditionierten
Medien in den einzelnen Konzentration der von den Gliomzellen sezernierten
Produkten unterscheiden wiirden. Sollten diese sezernierten Produkte wie zum Beispiel
Wachstumsfaktoren der ausschlaggebende Faktor fiir die Migration sein, so wiirden wir
eine unterschiedlich starke Migration der Stammzellen auf die verschiedenen
konditionierten Medien erkennen konnen. Wie erwartet konnten die Medien aller
Zelllinien eine signifikante Stimulation hervorrufen. Der Grad der maximalen
Stimulation variierte dabei zwischen den einzelnen Zelllinien vom 2,5-fachen im Falle
von G28 bis zum 14-fachen bei G44. Da die Medien einander nur in ihrer
Gesamtproteinkonzentration, nicht jedoch in den Teilkonzentrationen der einzelnen
Faktoren angeglichen wurden, konnen wir annehmen, dass sich das unterschiedliche
Ausmalf der Stimulation auf die unterschiedliche Zusammensetzung der konditionierten
Medien zuriickfiihren 148t. Diese Ergebnisse zeigen, dass die von den Glioblastomzellen
sezernierten Faktoren mogliche Induktoren der Stammzellmigration sein kdnnten, diese
jedoch in einem unterschiedlichen Ausmal} von der verschiedenen Zelllinien produziert

werden.
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Um diese Hypothese weiter zu untermauern, testeten wir die selben Medien sowohl in
unverdiinnter Konzentration, als auch in 50 % und 10 % Konzentration. Das Ausmalf}
der Stimulation zeigte eine ausgeprigte Korrelation mit der Konzentration des
konditionierten Mediums. Diese Beobachtung 146t es wahrscheinlich erscheinen, dass
die Migration tatséchlich direkt von Faktoren, die von den Tumorzellen in ihr Medium
sezerniert worden sind, abhingig ist. Es handelt sich demnach nicht um ein Phinomen,
das indirekt, z.B. iiber eine Aktivierung von Mikroglia oder reaktiven Veridnderungen

der Astrozyten vermittelt ist.

In Experimenten anderer Arbeitsgruppen wurde ein chemotaktische Effekt einiger
Wachstumsfaktoren auf Glioblastomzellen nachgewiesen. Besonders effektiv erwies
sich dabei SF/HGF, gefolgt von TGF-o. (Brockmann et al. 2003). Auch EGF konnte als
starker Induktor fiir Glioblastomzellen identifiziert werden (Chicoine und Silbergeld
1997). Da in der embryonalen Entwicklung des menschlichen Gehirns ebenfalls
Wachstumsfaktoren eine entscheidende Rolle fiir die Migration der neuralen
Stammzellen spielen (Sobeih und Corfas 2002), nahmen wir an, dass dies auch fiir die
Migration von Stammzellen im adulten Gehirn zutreffen konnte. Wir untersuchten
daher eine Reihe von Wachstumsfaktoren, von denen bekannt ist, dass sie von
Glioblastomen exprimiert werden. Diese waren FGF-1 und -2, PDGF-AA und —BB,
SF/HGF, IGF-1 und -2, TGF-o, -B; und —f3,, EGF, VEGF, PTN und MK. Um
festzustellen, ob diese Faktoren auch als Chemokine fiir neurale Stammzellen dienen,
wurden rekombinante Wachstumsfaktoren in chemotaktischen Assays mit C17.2 Zellen
analysiert. Von den 13 untersuchten Wachstumsfaktoren hatten nur vier einen durchweg
signifikanten motogenen Effekt, nimlich SF/HGF, FGF-2, TGF-a und PTN. Der Effekt
anderer Wachstumsfaktoren war in wiederholten Versuchen, sofern iiberhaupt
vorhanden, weniger stark ausgeprigt und oft nicht reproduzierbar. Diese
unterschiedlichen Ergebnisse lassen sich moglicherweise darauf zuriickfiihren, dass sich
nicht nur die Rezeptorkonzentration unterschiedlicher Zelllinien unterscheidet, sondern

diese auch innerhalb einer Zelllinie in unterschiedlichen Passagen variieren kann.

Im Gegensatz zu unseren Ergebnissen stehen die Ergebnisse von Imitola et al., die als
hauptverantwortlichen Stimulus fiir die Stammzellmigration eine inflammatorische
Reaktion sehen. Im Méusegehirn konnten sie in ischdmischem Gewebe eine erhohte

Konzentration von SDF-la (stromal cell-derived factor 1a) feststellen, das von
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aktivierten Astrozyten und Endothelzellen exprimiert wird. Sowohl im Boydenassay als
auch im direkten Konfrontationsversuch mit ischdmischen Gewebe konnte eine erhohte
Migration von neuralen Stammzellen sowie die Bildung von Ketten, wie sie fiir die
tangentielle Zellwanderung beschrieben ist, gezeigt werden. Weiterhin konnte auf den
Stammzellen der Rezeptor CXCR4 fiir SDF-1a nachgewiesen werden (Imitola et al.
2004). Man kann daher davon ausgehen, dass Stammzellen auf eine Vielzahl
unterschiedlicher Stimuli reagieren, die je nach Art der zugrunde liegenden Pathologie
unterschiedlich ins Gewicht fallen. Dies kann also entweder wie im Falle von
Glioblastomen eine direkte Reaktion durch von dem Tumor direkt ins umliegende
Hirngewebe abgegebene Wachstumsfaktoren sein, oder aber eine indirekte Reaktion
durch aktivierte Astrozyten, wie eben im Falle einer inflammatorischen Reaktion nach

ischdmischer Hirnschiddigung beschrieben.

Wachstumsfaktoren wirken, indem sie an Rezeptoren in den Membranen der
umliegenden Zellen binden. In den meisten Fillen handelt es sich bei diesen Rezeptoren
um spezifische Tyrosinkinasen, die nach Bindung ihrer Liganden dimerisieren und
gegenseitig ihre intrazelluldre Tyrosindomine phosphorylieren. Dies fiithrt zu einer
Aktivierung einer Kinasekaskade, an deren Ende die Aktivierung von
Transkriptionsfaktoren steht, die unter anderem fiir die Expression von Genen fiir die
Proliferation und Migration der Zelle verantwortlich sind. Um zu zeigen, dass die
Stammzellen analog zu den biologischen Effekten die entsprechenden Rezeptoren
exprimierten, fithrten wir eine RT-PCR-Analyse durch. Sdamtliche Rezeptoren fiir die
getesteten Wachstumsfaktoren bis auf FGFR-1 und ALK konnten fiir Stammzellen
nachgewiesen werden. FGFR-1 gehort zu einer Gruppe von mindestens 4 Rezeptoren,
an die FGF bindet, der Hauptligand ist dabei FGF-1. An ALK bindet sowohl PTN als
auch MK, diese binden jedoch auch an die Protein-Tyrosin-Phosphatase-C (PTP-{). Die
Rezeptoren fiir die vier Wachstumsfaktoren, die im vorangegangen Experiment eine
Migration der Stammzellen auslosten, sind fiir SF/HGF der Rezeptor MET, fiir FGF-2
FGFR-2, -3 und -4, fir TGF-o EGFR und fiir PTN PTP-{. Fiir die iibrigen
Wachstumsfaktoren finden sich auf den Stammzellen zwar Rezeptoren, jedoch konnte
in den Boydenassays keine signifikante Stimulation festgestellt werden. Dies konnte
bedeuten, dass diese Faktoren nicht im kausalen Zusammenhang mit der Migration
stethen und moglicherweise fiir andere Reaktionen, beispielsweise Proliferation

zustidndig sind.
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Da sich SF/HGEF als stirkstes Motogen erwies, fithrten wir Blockierexperimente mit den
Medien von Zelllinien durch, die SF/HGF exprimierten. Die Zugabe von
neutralisierenden Antikdrpern gegen SF/HGF hemmte die Stimulation der C17.2 Zellen,
die normalerweise bei allen drei getesteten Medien induziert wurde. Dies lat die
Vermutung zu, dass die Anwesenheit von SF/HGF fiir einen signifikanten Teil der
chemotaktischen Fahigkeit der konditionierten Medien verantwortlich ist.
Interessanterweise korreliert bei menschlichen Gliomen der Expressionsgrad von
SF/HGF und seinem Rezeptor MET mit steigendem Malignitidtsgrad (Lamszus et al.
1999; Schmidt et al. 1999). Moglicherweise haben maligne Gliome demnach auch in
vivo einen stirkeren chemotaktischen Effekt auf neurale Stammzellen als niedriggradige

Gliome.

Interessanterweise dhnelt das wachstumsfaktorabhiingige Motilitétsprofil neuraler
Stammzellen dem von Gliomzellen selbst, unterscheidet sich jedoch deutlich von dem
Profil normaler menschlicher cerebraler, mikrovaskuldrer Endothelzellen (CMEC)
(Brockmann et al. 2003). Fiir Glioblastomzelllinien war SF/HGF der Wachstumsfaktor
mit der stirksten chemokinetischen Wirkung, gefolgt von TGF-a und dem schwécher
wirksamen FGF-2. Auch auf C17.2 Zellen hatten in unseren Experimenten diese
Wachstumsfaktoren den stidrksten stimulierenden Effekt, jedoch war FGF-2 stirker
wirksam als TGF-o. Zusitzlich konnte auch PTN als einer der Hauptstimulantien
identifiziert werden. Im Gegensatz dazu erwiesen sich PDGF-AA und -BB, die keinen
signifikanten motogenen Effekt auf Gliomzellen oder C17.2 Zellen hatten, als stérkste
chemoattraktiven Substanzen fiir CMEC in vitro. Die vergleichbare Antwort auf
migrationsanregende Stimuli aus der Umgebung ldBt sich moglicherweise mit dem
gemeinsamen neuroektodermalen Ursprung von Gliomzellen und neuralen Stammzellen
erkldaren. Endothelzellen besitzen dagegen einen mesodermalen Ursprung und damit
auch ein anderes Antwortmuster. Bemerkenswerterweise gilt SF/HGF eher als
epithelialer denn als mesenchymaler Zellstimulus (Rosen et al. 1997). Das &dhnliche
Motilitdtsverhalten von Gliomzellen und neuralen Stammzellen &6t weiterhin
vermuten, dass gliale Tumorzellen fiir Stammzellen charakteristische Eigenschaften

wiedererlangen, die zu Tumorzelldissemination und Wachstum beitragen.
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In mehreren Untersuchungen von verschiedenen Glioblastomen fanden sich sogenannte
Tumorstammzellen, die in ihren Eigenschaften wie Mulitpotenz, Klonigenitdt und
Antigenexpression stark den neuralen Stammzellen entsprechen (Galli et al. 2004). Es
stellt sich die Frage, ob diese Zellen als Ursprung des Tumors angesehen werden
konnen, so wie dies schon in dhnlicher Weise fiir die akute myeloische Leukédmie und
Brustkrebs entdeckt wurde, oder ob es sich bei diesen Zellen lediglich um ein
Nebenprodukt einer unkontrollierten Proliferation der eigentlichen tumorigenen Zellen
handelt. Sollten sich Glioblastome tatsdchlich aus derartigen Stammzellen entwickeln,
so lieBe ich damit gut die Ahnlichkeit im Motilititsprofil der Stammzellen mit dem der

Glioblastomzellen erkliren.

Gliome, die im menschlichen Gehirn wachsen, bestehen gewohnlich aus einer soliden
Komponente, die von Gebieten mit diffuser Infiltration unterschieden werden kann.
Nachdem wir gezeigt haben, dass 16sliche Faktoren von Gliomzellen NSCs anlocken
konnen, untersuchten wir, ob Stammzellen auch solide Tumormassen infiltrieren
konnen. Dafiir kultivierten wir dreidimensionale Tumorsphéroide, die wir mit C17.2
Zellen konfrontierten. Sphédroide von 2 unterschiedlichen Gliomzelllinien wurden
beinahe komplett von den Stammzellen infiltriert, wihrend die meisten (7 von 10)
moderat oder nur wenig infiltriert wurden. Sphiroide von einer Gliomzelllinie wurden
zu unserer Uberraschung iiberhaupt nicht infiltriert. Die Sekretion 16slicher Chemokine,
die konsequent bei allen Gliomzelllinien beobachtet werden konnte, steht daher einer
variablen Permissivitit fiir NSC Infiltration gegeniiber. Dieser unerwarteten Diskordanz
konnen mehrere Ursachen zu Grunde liegen. Im Sphéroid-Kokultur-Assay werden im
Gegensatz zum Boydenassay die Tumorzellen und Stammzellen direkt miteinander
konfrontiert, wodurch Zell-Zell-Kontakte und interzelluldre Signale eine zusitzliche
Rolle spielen und die Degradierung der Matrix durch neurale Stammzellen notig wird.
Der fehlenden oder geringfiigigen Stammzellinvasion kann daher entweder die
Sekretion von abstoenden Faktoren durch die Tumorzellen zu Grunde liegen, eine
besonders dichte Adhésion der Tumorzellen, eine Undurchléssigkeit der extrazelluldren

Matrix oder eine Kombination aus diesen Faktoren.

Die Ergebnisse dieser Studie zeigen, dass Zellen verschiedener Glioblastome trotz ihrer
bekannten Heterogenitidt ausnahmslos 16sliche Faktoren sezernieren, die neurale

Stammzellen anlocken konnen. Stammzellen konnen demnach Signale aus einem
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breiten Spektrum von Tumoren als Migrationsstimulus erkennen, so dass ihr potentieller
Nutzen als therapeutisches Genvehikel nicht auf einen spezifischen genetischen
Hintergrund beschrinkt bleibt. Es scheint jedoch, dass das Ausmaf} der Attraktion sich
bei Tumoren verschiedener Patienten - vermutlich in Abhingigkeit von der relativen
Menge sezernierter Wachstumsfaktoren - stark unterscheiden kann. Die extrazellulire
Matrix des normalen Hirngewebes wird in ihrer Zusammensetzung bei verschiedenen
Patienten relativ konstant sein, so dass das Verhalten der neuralen Stammzellen, die
durch diese hindurch migrieren miissen, um zu den jeweiligen Tumorzellen zu
gelangen, relativ vorhersagbar sein wird. Das Ausmal} der Infiltration der Stammzellen
in die Tumore scheint jedoch sehr variabel zu sein, weil die extrazellulire Matrix des
Tumors eine andere und hoch variable Zusammensetzung hat. Ubertragen auf ein
potentielles therapeutisches Szenario folgt daraus, dass Stammzellen zwar die diffus
infiltrierten Tumorzellen erreichen, in einigen Fillen jedoch nicht in die
Haupttumormasse eindringen kénnen. Es kann daher nicht Ziel einer Stammzelltherapie
sein, den Tumor selbst anzugreifen, vielmehr konnte sie als adjuvante Therapie
verwendet werden, um die versprengten Tumoranteile anzugreifen, die sich einer
chirurgischen Therapie entziehen, ohne dabei die Nebenwirkungen von Bestrahlung und

Chemotherapie in Kauf nehmen zu miissen.

Abschliefend konnen nur in vivo Experimente zeigen, inwieweit sich die in vitro
Ergebnisse auch auf die in vivo Situation iibertragen lassen, in der eine Menge
zusitzlicher Parameter wie die Diffusionskapazitit, Stabilitdit und Clearance der
tumorsezernierten Wachstumsfaktoren, sowie die Reaktion des Empfingergewebes die

Motilitit der Stammzellen beeinfluft.

Die lokale Therapie von verstreuten Glioblastomzellen mit neuralen Stammzellen ist
nur eine von vielen moglichen neuen Therapiestrategien, die sich zur Zeit in
Erforschung befinden. Welche davon die groBte Effektivitit und Effizienz mit der
geringsten Toxizitdt und der groften Flexibilitdt in der Therapie aufweist, wird sich
hoffentlich in den néchsten Jahren zeigen. Vielleicht wird eine oder eine Kombination
aus diesen Therapieformen helfen, die derzeitige Liicke zwischen den diagnostischen

und therapeutischen Moglichkeiten zu schlieen.
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Zusammenfassung

Die Migrationsfihigkeit neuraler Stammzellen zu Glioblastomen konnten bereits in
mehreren in vivo-Studien gezeigt werden. Dies macht diese Zellen zu einem geeigneten
Tréager therapeutischer Gene fiir disseminierte Gliomzellen, die mit herkdmmlichen
Methoden nicht oder nur unter Inkaufnahme von Nebenwirkungen behandelt werden

kOnnen.

Wir untersuchten in unserer Studie, durch welche Faktoren die Migration und Invasion
neuraler Stammzellen in vitro bestimmt werden. Konditionierte Medien von zehn
verschiedenen menschlichen Gliomzelllinien, sowie dreizehn verschiedene, tumor-
assoziierte Wachstumsfaktoren wurden auf ihren chemotaktischen Effekt auf murine
C17.2 Zellen getestet. Im Anschluss analysierten wir den Rezeptorstatus fiir diese
Wachstumsfaktoren mit Hilfe der RT-PCR. Durch konditionierte Medien konnte ein
fiinfacher chemotaktische Effekt im Vergleich zu Negativ-Kontrollen beobachtet
werden. Unter den dreizehn getesteten Wachstumsfaktoren hatte SF/HGF den stirksten
chemotaktischen Effekt mit einer 2,5-fachen Stimulation. Antikorper gegen SF/HGF

verminderten den stimulatorischen Effekt von konditioniertem Medium.

Die Invasion der Stammzellen in Sphéroide von zehn Gliomzelllinien wurde mit Hilfe
des Sphiroid-Kokultur-Assays quantifiziert. Neurale Stammzellen zeigten ein
heterogenes Migrationsmuster zu Gliomsphéroiden sowie zu konditioniertem Medium.
Im Kokultur-Assay unterschied sich das Invasionsverhalten von kompletter

Durchsetzung durch Stammzellen bis zu geringgradiger Invasion.

NSC konnen in ihrer Migration dhnlich wie Glioblastomzellen durch verschiedene
Wachstumsfaktoren stimuliert werden. In welchem Ausmall Stammzellen jedoch
dreidimensionale Gliome infiltrieren, scheint von zusitzlichen Faktoren abzuhingen.
Hierbei spielen vermutlich Zell-Zell-Kontakte und die Interaktion mit extrazelluldren

Matrix-Proteinen eine entscheidende Rolle.
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Abkirzungsverzeichnis

ALK Anaplastische Lymphomkinase

bp Basenpaare

BSA Bovines Serumalbumin

CMEC Cerebrale, mikrovaskulidre Endothelzellen
CT Computertomographie

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
EGF Epidermal growth factor

FCS / FBS Fetales Kélberserum / fetal-bovines Serum
FGF Fibroblast growth factor

HPF High-power field

IGF Insulin-like growth factor

MK Midkine

MRT Kernspintomographie

NSC Neurale Stammzelle

PBS Phosphatgepufferte Salzlosung

PDGF Platelet-derived growth factor

PTN Pleiotrophin

PTP-{ Protein-Tyrosin Phosphatase

RT-PCR Reverse Transkriptase — Polymerasekettenreaktion
SCF Stem cell factor

SDF-1a Stromal cell-derived factor la

SF/HGF Scatter factor/hepatocyte growth factor
TBRR Transforming growth factor Rezeptor -3
TGF Transforming growth factor

VEGF Vascular endothelial growth factor

ZNS Zentrales Nervensystem
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Statistische Daten

Kond. Medien Zellen / 10 HPF Mittelwert| Standardabw. T-Test
us7z
100% 96 104 108| 102,6666( 6,110100927| 1,28966E-05
50% 52 56 60 56 4| 2,41066E-05
10% 22 26 30 26 4| 0,061102159
G28
100% 34 38 34| 35,33333| 2,309401077| 0,001055396
50% 22 22 28 24| 3,464101615| 0,115149943
10% 12 14 12| 12,66666| 1,154700538( 0,147720854
G44
100% 210 208 224 214| 8,717797887| 2,06565E-05
50% 82 86 80| 82,66666| 3,055050463| 2,64276E-07
10% 26 26 20 24| 3,464101615| 0,115149943
G63
100% 182 186 174| 180,6666( 6,110100927| 6,00895E-07
50% 42 44 36| 40,66666| 4,163331999| 6,37781E-04
10% 14 16 20| 16,66666| 3,055050463| 0,776540958
G96
100% 52 48 56 52 4| 4,81079E-05
50% 26 26 28| 26,66666| 1,154700538 0,02572624
10% 16 14 10| 13,33333| 3,055050463| 0,241887902
G112
100% 138 140 136 138 2| 9,62248E-09
50% 80 78 72| 76,66666| 4,163331999| 2,02056E-06
10% 20 22 24 22 2| 0,211367508
G123
100% 78 76 64| 72,66666| 7,571877794| 5,73808E-04
50% 30 30 36 32| 3,464101615| 0,004794006
10% 14 20 18| 17,33333| 3,055050463| 0,924420356
G130
100% 90 96 100| 95,33333( 5,033222957| 2,31984E-06
50% 60 76 66| 67,33333| 8,082903769| 0,001299766
10% 36 40 42| 39,33333| 3,055050463| 3,71677E-04
G169
100% 132 142 144 139,3333( 6,429100507| 4,51536E-06
50% 42 44 38( 41,33333| 3,055050463| 2,15995E-04
10% 20 24 22 22 2| 0,211367508
G350
100% 106 102 98 102 4| 1,46187E-07
50% 80 78 76 78 2| 7,28707E-07
10% 26 32 20 26 6| 0,126273377
Zellen/ Mittelwert| Standardabw.
10 HPF
Neg. Kontrolle 24 6 12 14 9,16515139
20 22 22
Pos. Kontrolle 50 52 56| 52,66666| 3,055050463
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A Zellen/ 10 HPF Mittelwert| Standardabw. T-Test| rel. Stimulation
HGF
0,001 nM 16 20 16| 17,33333| 2,309401077| 0,378153914
0,01 nM 34 32 34| 33,33333| 1,154700538| 0,002334719
0,1 nM 38 36 36| 36,66666| 1,154700538| 0,001212817 2,291666667
1 nM 18 16 20 18 2| 0,286090502
10 nM 16 16 20| 17,33333| 2,309401077| 0,378153914
PTN
0,001 nM 20 22 24 22 2| 0,056993504
0,01 nM 22 22 22 0| 0,057990878
0,1 nM 24 24 26| 24,66666| 1,154700538| 0,022441755
1 nM 28 24 26 26 2| 0,013423474
10 nM 30 34 30( 31,33333( 2,309401077| 0,00264931 1,958333333
50 nM 30 30 30 0| 0,005922221
FGF-1
0,001 nM 28 24 24| 25,33333| 2,309401077| 0,016765285
0,01 nM 12 12 16| 13,33333| 2,309401077| 0,794766547
0,1 nM 20 22 20| 20,66666| 1,154700538| 0,094184016
1nM 24 20 18| 20,66666| 3,055050463| 0,111236125
10 nM 28 32 26| 28,66666( 3,055050463| 0,005982831 1,791666667
50 nM 14 18 20| 17,33333| 3,055050463| 0,401170794
MK
0,001 nM 20 20 22| 20,66666| 1,154700538| 0,094184016
0,01 nM 18 18 22| 19,33333| 2,309401077| 0,17168613
0,1 nM 20 14 16| 16,66666| 3,055050463| 0,504289163
1nM 18 22 18| 19,33333| 2,309401077| 0,17168613
10 nM 18 18 16| 17,33333| 1,154700538| 0,357181615
50 nM 26 28 26| 26,66666| 1,154700538| 0,012142684 1,666666667
EGF
0,001 nM 18 18 18 18 0| 0,269919176
0,01 nM 18 20 18| 18,66666| 1,154700538| 0,209746333
0,1 nM 22 18 18] 19,33333| 2,309401077| 0,17168613
1nM 24 26 26| 25,33333| 1,154700538| 0,018153422
10 nM 28 26 26| 26,66666| 1,154700538| 0,012142684 1,666666667
50 nM 20 14 16| 16,66666| 3,055050463| 0,504289163
Zellen / Mittelwert| Standardabw.
10 HPF
Neg. 18 20 14 16| 3,098386677
Kontrolle 14 12 18
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B Zellen/ 10 HPF Mittelwert| Standardabw. T-Test| rel. Stimulation
HGF
0,001 nM 26 20 22| 22,66666| 3,055050463| 0,068014573
0,01 nM 28 30 30( 29,33333| 1,154700538| 1,05925E-04
0,1 nM 40 40 34 38| 3,464101615| 0,001167282 2,192307692
1nM 28 34 28 30| 3,464101615| 0,006821263
10 nM 22 24 18| 21,33333| 3,055050463| 0,138637457
TGF-b2
0,001 nM 20 24 24| 22,66666| 2,309401077| 0,031665417
0,01 nM 34 30 32 32 2| 1,20052E-04 1,846153846
0,1 nM 28 32 28| 29,33333| 2,309401077| 8,54621E-04
1nM 28 30 22| 26,66666| 4,163331999| 0,036936014
10 nM 30 32 32( 31,33333| 1,154700538| 4,03358E-05
50 nM 18 22 22| 20,66666| 2,309401077| 0,129984971
PDGF-AA
0,001 nM 14 16 18 16 2| 0,476733785
0,01 nM 20 20 22| 20,66666| 1,154700538| 0,061778087
0,1 nM 28 26 28| 27,33333| 1,154700538| 3,21341E-04 1,576923077
1nM 18 16 22| 18,66666| 3,055050463| 0,576414078
10 nM 18 22 22| 20,66666| 2,309401077| 0,129984971
50 nM 26 18 14] 19,33333| 6,110100927| 0,637915014
PDGF-BB
0,001 nM 18 22 24( 21,33333| 3,055050463| 0,138637457
0,01 nM 30 26 24| 26,66666| 3,055050463| 0,011157287
0,1 nM 30 26 34 30 4| 0,013226021 1,730769231
1 nM 22 24 26 24 2| 0,008230986
10 nM 26 28 22| 25,33333| 3,055050463| 0,019255079
50 nM 18 24 20| 20,66666| 3,055050463| 0,200249192
TGF-B1
0,001 nM 22 26 28| 25,33333| 3,055050463| 0,019255079
0,01 nM 36 26 24| 28,66666| 6,429100507| 0,078092956
0,1 nM 28 26 20| 24,66666| 4,163331999 0,06861598
1nM 32 28 36 32 4| 0,008418283 1,846153846
10 nM 30 34 32 32 2| 1,20052E-04
50 nM 22 26 20| 22,66666| 3,055050463| 0,068014573
Zellen / Mittelwert| Standardabw.
10 HPF
Neq. 18 20 14| 17,33333| 3,265986324
Kontrolle 14 22 16
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C Zellen/ 10 HPF Mittelwert| Standardabw. T-Test| rel. Stimulation
HGF
0,001 nM 10 10 8| 9,333333| 1,154700538 0,08545911
0,01 nM 20 18 18| 18,66666| 1,154700538| 5,53685E-04
0,1 nM 26 30 30| 28,66666| 2,309401077| 4,08470E-04 2,457142857
1 nM 16 10 12| 12,66666| 3,055050463| 0,650024733
10 nM 12 12 10| 11,33333| 1,154700538| 0,783007202
TGF-a
0,001 nM 16 12 16| 14,66666| 2,309401077| 0,138876864
0,01 nM 20 22 22| 21,33333| 1,154700538| 7,54129E-05
0,1 nM 16 14 16| 15,33333| 1,154700538| 0,016352445
1 nM 20 18 16 18 2| 0,009145418
10 nM 20 18 22 20 2 0,00298569
50 nM 22 24 24| 23,33333| 1,154700538| 2,23711E-05 2
IGF-I
0,001 nM 8 10 8| 8,666666| 1,154700538 0,03692165
0,01 nM 12 16 14 14 2| 0,182804714
0,1 nM 14 18 16 16 2| 0,035986514 1,371428571
1 nM 18 16 14 16 2| 0,035986514
10 nM 14 16 12 14 2| 0,182804714
50 nM 14 14 10| 12,66666| 2,309401077| 0,573857829
IGF-II
0,001 nM 8 8 6| 7,333333| 1,154700538| 0,007554709
0,01 nM 14 12 16 14 2| 0,182804714
0,1 nM 14 14 16| 14,66666| 1,154700538 0,03692165
1 nM 12 14 16 14 2| 0,182804714
10 nM 14 16 18 16 2| 0,035986514
50 nM 16 18 20 18 2| 0,009145418 1,542857143
FGF-2
0,001 nM 18 16 20 18 2| 0,009145418
0,01 nM 22 20 20| 20,66666| 1,154700538| 1,18603E-04
0,1 nM 24 26 28 26 2| 2,70713E-04 2,228571429
1 nM 24 24 24 24 0| 4,94715E-05
10 nM 16 16 18| 16,66666| 1,154700538| 0,003663602
50 nM 22 26 22| 23,33333| 2,309401077| 0,001808489
Zellen / Mittelwert| Standardabw.
10 HPF
Neg. 10 12 12| 11,66666| 2,338090389
Kontrolle 8 14 14
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Anti- Zellen/ 10 HPF Mittelwert| Standardabw. T-Test
SF/HGF-AK
028 61 56 43| 53,33333| 9,291573243 0,0217417
g44| 205 210 222( 212,3333| 8,736894948| 5,60124E-04
us7| 106 118 168| 130,6666| 32,88363321| 0,027426914
g28+AK 20 18 22 20 2| 0,386808754
g44+AK| 100 88 96| 94,66666( 6,110100927| 0,001583568
Us7 +AK 64 100 94 86| 19,28730152| 0,025923274
Zellen/ Mittelwert| Standardabw.
10 HPF
Neaq. 18 18 20| 18,66666| 1,154700538
Kontrolle
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