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1 EINLEITUNG

1.1 Tumorstammzellhypothese

Die Idee, dass ein Tumor nicht aus einem einheitlichen Klon mutierter Zellen besteht, 

sondern ein Gewebe mit sehr unterschiedlich differenzierten Zellen ist, an deren Spitze 

eine Stammzelle steht, ist nicht neu. Bereits 1855 postulierte der deutsche Pathologe 

Rudolf Virchow, basierend auf seinen Beobachtungen histologischer Ähnlichkeiten  

zwischen Tumorgewebe und embryonalem Gewebe, dass maligne Tumore aus         

embryonalem Restgewebe hervorgehen. Diese später erweiterte „Embryonal-Rest“-

Theorie entwickelte sich schließlich zur Tumorstammzellhypothese, die besagt, dass ein 

Tumor aus einer kleinen Subpopulation von Zellen mit Stammzelleigenschaften, den so 

genannten Tumorstammzellen (Cancer stem cells - CSCs), hervorgeht. Nur diese haben 

das Potential, einen Tumor zu initiieren, sich in die verschiedenen Zellarten zu differen-

zieren und sich durch eine asymmetrische Zellteilung uneingeschränkt selbst zu regene-

rieren (self-renewal) (Clarke et  al., 2006) (siehe Abb.1). Dieses hierarchische Modell 

der Tumorstammzellhypothese steht im Gegensatz zum bisher favorisierten so           

genannten stochastischen Modell, nach dem jede Zelle eines Tumors tumorigene       

Eigenschaften besitzt.

Tumorstammzelle

differenzierte Tumorzelle

Abb. 1: Tumorstammzellhypothese. Nach dem hierarchischen Modell der Tumorstammzell-
hypothese hat nur eine kleine Subpopulation von Tumorstammzellen das Potential, einen neuen 
Tumor zu initiieren, sich in die verschiedenen Zellarten zu differenzieren und sich selbst zu re-
generieren.
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Als Erstes konnten die Tumorstammzellen bei den Leukämien nachgewiesen werden. 

Bereits in den 1960er und 1970er Jahren konnte gezeigt  werden, dass nur ein kleiner 

Teil der primären Leukämiezellen in der Lage ist, erneut einen Tumor zu initiieren 

(Bruce und Van Der Gaag, 1963; Park et al., 1971; Hamburger und Salmon, 1977). In 

den 1990er Jahren gelang es Wissenschaftlern dann zum ersten Mal, die vermuteten 

Tumorstammzellen bei Patienten mit akuter myeloischer Leukämie (AML) sicher  

nachzuweisen und zu isolieren: 100 Leukämiezellen, die ein Oberflächenproteinexpres-

sionsmuster trugen, das von Stammzellen der Hämatopoese bekannt war (CD34+, 

CD38-), konnten im Tiermodell eine AML auslösen, während die weiteren Leukämie-

zellen auch in tausendfach höherer  Anzahl nicht dazu in der Lage waren (Bonnet und 

Dick, 1997; Lapidot et al., 1994). 

Inzwischen ist es gelungen, Tumorstammzellen bei weiteren Leukämieformen und auch 

bei einer Vielzahl von soliden Tumoren wie z.B. der Brust (Al-Hajj et  al., 2003), der 

Prostata (Collins et al., 2005), der Haut (Schatton et al., 2008), des Gehirns (Singh et al., 

2003), des Darms (Dalerba et al., 2007) oder der Lunge (Eramo et al., 2008) zu          

identifizieren. 

Trotz erfolgreicher initialer Behandlung kommt es bei den allermeisten Tumorpatienten 

zu einem Rezidiv. Mit der Theorie der Tumorstammzelle kann dieses Phänomen jetzt 

erklärt werden: Die klassische Chemo- und auch Strahlentherapie richtet sich gegen 

Zellteilungsmechanismen und trifft daher vor allem sich schnell teilende Zellen wie 

Progenitor- und differenzierte Zellen, die die Tumormasse ausmachen. Die kleine    

Subpopulation an Tumorstammzellen, die sich extrem selten teilt, aber den eigentlichen 

Ursprung des Tumors darstellt, bleibt übrig und bildet das Rezidiv.  Des Weiteren      

verfügen die Tumorstammzellen über diverse zelluläre Mechanismen, sich der         

klassischen Therapie zu entziehen: Dazu gehören z.B. ein effektiverer DNA-             

Reparaturmechanismus (Bao et al., 2006; Duru et al., 2012; Facchino et al., 2010; Wang 

et al., 2012), eine vermehrte Aktivität  von anti-apoptotischen Signalwegen (Ma et al., 

2008) oder eine Überexpression von Transporterproteinen (ABC-Transporter), die für 

die Elimination von Chemotherapeutika aus der Zelle verantwortlich sind (Doyle et al., 

1998; Pardal et al., 2003; Frank et al., 2005; Lou et al., 2007 ). Für viele Tumore konnte 

inzwischen gezeigt werden, dass die klassische Chemo- und Strahlentherapie nur einen 
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sehr begrenzten bis gar keinen Effekt auf die Tumorstammzellen hat (Bao et al., 2006; 

Hermann et al., 2007; Ho et al., 2007; Ma et al., 2007).

Während derzeit das Therapieansprechen in erster Linie durch die Reduktion des     

Tumorvolumens beurteilt wird, sollte laut Anhängern der Tumorstammzellhypothese in 

Zukunft eher die Reduktion der Tumorstammzellen in den Fokus gerückt werden. Denn 

diese gezielt zu eliminieren oder durch Differenzierung einer klassischen Chemo- oder 

Strahlentherapie zugänglich zu machen, sollte dem Tumor seine Regenerationsfähigkeit 

nehmen und müsste so langfristig zu einer kompletten Remission führen (Baumann et 

al., 2008; Dingli und Michor, 2006; Clarke et al., 2006) (siehe Abb. 2).

Tumor 
degeneriert

CSC

Rezidiv

Standardtherapie: 
Tumorstammzellen 
(CSCs) überleben

Gezielte Therapie gegen 
Tumorstammzellen 

(CSCs)

Tumor verliert seine 
Regenerationsfähigkeit

CSC

CSC

Tumor 
rezidiviert

Mittwoch, 11. März 2015

Abb. 2: Bedeutung der Tumorstammzellen für die Tumortherapie. (nach Reya et al., 2001)

1.2 Stammzellmarker

Um die Tumorstammzellen gezielt eliminieren zu können, ist es von wesentlicher     

Bedeutung, diese anhand von spezifischen Markern zu identifizieren. 

Die ersten in diesem Zusammenhang entdeckten Zelloberflächenmarker waren CD34 

und CD38 (CD34+CD38-) für die AML und CD44 und CD24 (CD44+CD24-) für den 

ersten soliden Tumor, das Mammakarzinom. Inzwischen sind eine ganze Reihe weiterer 
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Marker bei den verschiedensten Tumorentitäten etabliert worden. Eine kurze Übersicht 

darüber gibt Tabelle 1.

Tabelle 1: Übersicht verschiedener Marker zur Identifizierung von Tumorstamm-
zellen in soliden Tumoren. Die gelisteten Tumorentitäten, Marker und Referenzen stel-
len eine Auswahl dar.

Tumorentität Marker Referenz

Mammakarzinom CD44+/CD24-/low

CD133+

CD133+/CXCR4+

ALDH1+

Oct4
Sox2

(Al-Hajj et al., 2003)
(Wright et al., 2008)
(Hwang-Verslues et al., 2009)
(Ginestier et al., 2007)
(Ponti et al., 2005)
(Leis et al., 2012)

Lungenkarzinom CD133+

CD133+/CXCR4+

ALDH1+

(Eramo et al., 2008)
(Bertolini et al., 2009)
(Jiang et al., 2009)

Glioblastom CD133+ (Singh et al., 2004)

Prostatakarzinom CD44+/α2β1high/CD133+

CD133+/CXCR4+
(Collins et al., 2005)
(Miki et al., 2007)

Kolonkarzinom CD133+

ALDH1+, EpCAM+/
CD44+

(O`Brien et al., 2007; Ricci-Vitiani 
et al., 2007)
(Dalerba et al., 2007)

Melanom CD20+

ABCB5+
(Fang et al., 2005)
(Schatton et al., 2008)

Leberkarzinom CD133+

CD90+
(Ma et al., 2007)
(Yang et al., 2008)

Pankreaskarzinom CD133+

CD133+/CXCR4+

ALDH1+

EpCAM+/CD44+/CD24+

(Hermann et al., 2007)
(Hermann et al., 2007)
(Feldmann et al., 2007; Jimeno et 
al., 2009; Rasheed et al., 2010)
(Li et al., 2007)

Ösophaguskarzinom Oct4, Sox2
CD44+

(Huang et al., 2009)
(Zhao et al., 2011)

Cervixkarzinom ALDH1+

Oct4, Sox2
(Yao et al., 2011)
(Feng et al., 2009)

CD = cluster of differentiation; ALDH1 = Aldehyd-Dehydrogenase 1; CXCR4 = CXC-Motiv-
Chemokinrezeptor 4; EpCAM = epithelial cell adhesion molecule; ABCB5 = ATP-Bindekasset-
te Subfamilie B Mitglied 5.

4



Im Folgenden sollen die in dieser Arbeit verwendeten Stammzellmarker kurz näher   

erläutert werden:

Nanog (abgeleitet von Tir na nOg, dem „Land der ewigen Jugend“) ist ein               

Transkriptionsfaktor, der neben Oct4 (octamer binding transcription factor 4), Sox2 (sex 

determining region Y-box 2) und cMyc (myelocytomatosis oncogene homolog) eine 

Schlüsselrolle in der Steuerung und Aufrechterhaltung der Selbsterneuerung und       

Pluripotenz embryonaler Stammzellen einnimmt. Seine Überexpression in embryonalen 

Stammzellen der Maus ist für deren Selbsterneuerung wichtig, während seine Abwesen-

heit deren Differenzierung in endodermale Zellen bewirkt (Chambers et al., 2003;    

Mitsui et al., 2003). 

Oct4 und Sox2 sind zwei kooperierende Transkriptionsfaktoren, die für eine normale 

Embryonalentwicklung von Säugetieren essentiell sind (Niwa et al., 2000; Masui et al., 

2007; Rizzino et al., 2009). Im Mausmodell konnte gezeigt werden, dass die              

Lebensfähigkeit der Maus-Klone direkt von einer korrekten Expression von Oct4      

abhängt. Dabei hat sein Fehlen je nach Entwicklungsphase des Embryos unterschied- 

liche Auswirkungen (Wu et al., 2014). Oct4 zeigt viele, teils noch nicht ausreichend  

verstandene Wechselwirkungen mit anderen Transkriptions- und Kofaktoren. Dazu    

gehört auch Sox2. Dieser spielt zusätzlich zu den embryonalen Stammzellen auch bei 

den neuralen Stammzellen eine wichtige Rolle (Komitova et al., 2004). Bei einigen  

Tumoren, wie z.B. dem Mamma-, dem Ösophagus-, dem Rektum- oder dem              

Adenokarzinom der Lunge korreliert die Expression von Oct4 und Sox2 mit einer 

schlechteren Prognose (Lengerke et al., 2011; Saigusa et al., 2009; Wang et al., 2009), 

erhöhter Tumorigenität  (Nakatsugawa et al., 2011) oder Strahlenresistenz (Debeb et al., 

2010).

cMyc kann neben seiner Funktion als Transkriptionsfaktor Histon-Acetyltransferasen 

rekrutieren und so die Transkription bestimmter Gene gleich auf zwei Arten erhöhen. 

cMyc ist für die Regulation von ca. 15% der menschlichen Gene verantwortlich, v.a. für 

Gene, die für die Proliferation von Zellen wichtig sind. Daher wird es auch als          

Protoonkogen bezeichnet. Bei vielen Tumoren ist das Myc-Gen mutiert, sodass cMyc 

dort konstitutiv exprimiert wird. Die Expression von cMyc korreliert hier oft mit einer 

höheren Aggressivität und schlechteren Prognose (Lin et al., 2012; Beroukhim et  al., 

2010; Nesbit  et  al., 1999). Des Weiteren spielt cMyc eine wichtige Rolle bei der        
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Regulation von Selbsterneuerung und Differenzierung z.B. von hämatopoetischen 

Stammzellen (Wilson et al., 2004).

Klf4 (Krüppel-like-factor 4) ist ein epithelialer Transkriptionsfaktor, der im Darm, der 

Haut, dem Gefäßendothel (Shields et  al., 1996) und embryonalen Stammzellen (Li et 

al., 2005) vorkommt und eine entscheidende Rolle in der Differenzierung von            

Epithelzellen des Intestinums (Shields et al., 1996) und der Epidermis (Segre et al., 

1999) spielt. Klf4 wirkt antiproliferativ, indem es in die Expression von Genen des  

Zellzyklus eingreift. Bei einer Vielzahl an Tumoren, wie z.B. beim Kolon-, Lungen-  

oder Pankreaskarzinom entfaltet es seine Wirkung als Tumorsuppressor (Patel et al., 

2010; Hu et al., 2009; Zammarchi et al., 2011). Des Weiteren spielt Klf4 bei              

immunologischen Prozessen eine wichtige Rolle.

Mit Hilfe der Transfektion von Oct4, Sox2, cMyc und Klf4 mittels eines Retrovirus    

gelang es Takahashi und Yamanaka  2006, aus Fibroblasten der Maus pluripotente 

Stammzellen herzustellen. Ein Jahr später gelangen die Experimente auch mit    

menschlichen Zellen (Takahashi et al., 2007).

Musashi ist ein RNA-bindendes Protein und greift damit in die Regulation der         

Gentranslation ein. Es wird in neuralen Stammzellen exprimiert  und ist dort für die  

Aufrechterhaltung der Pluripotenz und der Selbsterneuerung wichtig (Okano et al., 

2005). Des Weiteren scheint es auch eine Rolle in epithelialen Stammzellen des Darms 

zu spielen (Potton et al., 2003; Sureban, 2008). Bei Gliomen korreliert die Expression 

von Musashi mit deren Malignität und Proliferation (Kanemura et al., 2001).

CD133 (auch Prominin 1 genannt) ist ein transmembranes Glykoprotein, das             

ursprünglich als Marker für neuroepitheliale und hämatopoetische Stammzellen       

klassifiziert wurde (Yin et al., 1997; Mizrak et al., 2008). Seine spezifische Funktion ist 

bis heute nicht  abschließend geklärt, es wird aber eine Funktion in der Organisation der 

Topologie der Zellmembran angenommen (Weigmann et al., 1997; Corbeil et al., 2001). 

Es wird zur Isolation von Stamm- und Progenitorzellen verschiedener adulter Gewebe 

genutzt. 2003 konnten Singh et al. zeigen, dass humane Hirntumore, wie z.B. das     

Glioblastom, einen Anteil an CD133+-Zellen besitzen. Inzwischen ist CD133 bei vielen 

Tumoren als Tumorstammzellmarker bekannt (siehe Tabelle 1). In mehreren Studien 

konnte ein Zusammenhang zwischen der CD133-Expression und einer schlechteren 

Prognose  oder Therapieresistenz der Tumorzellen gezeigt werden (Li et al., 2009; Horst 
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et al., 2008; Metellus et al., 2011; Shin et al., 2013; Sasaki et al., 2010; Bao et al., 2006).    

Inzwischen gibt es aber auch einige Studien, die die Bedeutung von CD133 als         

Tumorstammzellmarker abschwächen, so dass dessen Bedeutung kontrovers diskutiert 

wird (Shmelkov et al., 2008; Beier et al., 2011; Dittfeld et al., 2010).

1.3 Chemokine und Chemokinrezeptoren

Schon lange ist  bekannt, dass Chemokine und ihre Rezeptoren eine bedeutende Rolle in 

der Tumorbiologie einnehmen: Sie nehmen Einfluss auf die Proliferation und das      

Überleben der Tumorzellen, beeinflussen die Rekrutierung von Immunzellen, fördern 

die Metastasierung und steuern die Angiogenese und Neovaskularisation (O`Hayre et 

al., 2008, siehe Abb. 3).
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Abb. 3: Chemokine in der Tumorbiologie. Chemokinrezeptoren werden von vielen Tumorzel-
len exprimiert. Die Chemokine nehmen Einfluss auf die Proliferation und das Überleben der 
Tumorzellen, beeinflussen die Rekrutierung von Immunzellen, fördern die Metastasierung und 
steuern die Angiogenese und Neovaskularisation. (Mentlein et al., 2013)

Ebenso spielen einige von ihnen eine wichtige Rolle in der Mobilisation und           

Wanderung von Stammzellen (Burns et al., 2006). Vor diesem Hintergrund liegt es auf 

der Hand, dass ihnen auch  im Rahmen des Tumorstammzellkonzepts eine wichtige  
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Bedeutung zugeschrieben wird. Der Chemokinrezeptor CXCR4 beispielsweise ist  schon 

lange als Tumorstammzellmarker etabliert (siehe Tabelle 1).

Die Chemokine, die zu der Gruppe der Zytokine gehören, wurden nach ihrer sie         

ursprünglich charakterisierenden chemotaktischen Wirkung auf Leukozyten benannt 

(chemotactic cytokine). 

Sie sind kleine, von verschiedenen Zelltypen sezernierte 8-12 kDa schwere Polypeptide 

und bestehen aus drei antiparallelen β-Faltblättern und einer α-Helix. Am N-terminalen 

Ende befinden sich vier über Disulfidbrücken verbundene Cysteinreste, die für ihre   

tertiäre Struktur verantwortlich sind. Anhand der Position der ersten beiden konservier-

ten Cysteinreste unterteilt man die Chemokine in vier Untergruppen (Zlotnik et al., 

2006): Bei den CXC-/α-Chemokinen werden die ersten beiden Cysteinreste durch eine 

nicht-konservierte Aminosäure getrennt, bei den CC-/β-Chemokinen sind die ersten 

beiden Cysteinreste direkt benachbart, bei den C-/γ-Chemokinen gibt es nur einen der 

beiden Cysteinreste und daher auch nur eine Disulfidbrücke und beim CX3C-/              

δ-Chemokin (Fraktalkin) sind die ersten beiden Cysteinreste durch drei nicht-           

konservierte Aminosäuren getrennt (siehe Abb. 4).
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Abb. 4: Struktur der vier Chemokingruppen. C = Cysteinrest, X=beliebige Aminosäure, - - - 
= Disulfidbrücke, TMD = hydrophobe Transmembrandomäne (Mentlein et al., 2013)

Die Rezeptoren der Chemokine sind heptahelikale G-Protein-gekoppelte Rezeptoren 

und werden nach der Struktur ihrer Liganden ebenfalls in vier Gruppen eingeteilt. Sie 

sind 340-370 Aminosäuren lang und bestehen aus sieben transmembranen α-Helices, die 

durch drei intra- und drei extrazelluläre hydrophile Schleifen verbunden sind. Der N-
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Terminus befindet sich extrazellulär, der C-Terminus mit Serin- und Threoninresten 

intrazellulär (Allen et al., 2007). An der zweiten intrazellulären Schleife befindet sich 

fast immer ein DRY-Motiv, das für die Signaltransduktion essentiell ist. Rezeptoren oh-

ne dieses Motiv (= decoy-Rezeptoren) sind für die Regulation der Chemokinkonzentra-

tion verantwortlich, indem sie die Chemokine zwar binden, aber keine Signaltransdukti-

on auslösen. 

Die Signaltransduktion erfolgt durch ein heterotrimeres Gi-Protein, dessen Giα-Unterheit 

von der Giβ- und Giγ-Untereinheit nach Bindung des Chemokins an den Rezeptor       

dissoziiert. Über die Aktivierung der Phospholipase C (PLC) und anschließender     

Freisetzung von Inositoltriphosphat (IP3) und Diacylglycerin (DAG) und schließlich 

Calcium, wird die Proteinkinase C (PKC) aktiviert, welche über die Phosphorylierung 

verschiedener Proteine eine Signalkaskade in Gang setzt und so für die zelluläre        

Reaktion auf das Chemokin sorgt. Der Rezeptor wird nach seiner Aktivierung an den 

Serin- und Threoninresten seines C-Terminus phosphoryliert, wodurch die Bindung von 

β-Arrestin ermöglicht wird. β-Arrestin blockiert  nun die Bindungsstelle des G-Proteins 

(Desensitivierung des Rezeptors) und sorgt für eine Internalisierung des Rezeptors.  

Dieser wird nun entweder in den Lysosomen abgebaut oder an die Zelloberfläche      

zurücktransportiert. Des Weiteren kann auch durch β-Arrestin eine Signaltranduktion 

über Aktivierung verschiedener Kinasen erfolgen (siehe Abb. 5).
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Abb. 5: Signaltransduktion am Chemokinrezeptor. Nach Bindung des Chemokins an seinen 
Rezeptor dissoziert die Gα- von der Gβ/γ-Untereinheit und löst damit eine Signalkaskade aus, 
die zur zellulären Reaktion führt. Durch Phosphorylierung des C-Terminus des Rezeptors kann 
dort β-Arrestin binden und sorgt für eine Desensitivierung und Internalisierung des Rezeptors, 
welcher dann lysosomal abgebaut oder an die Zelloberfläche zurücktransportiert wird.  Des 
Weiteren kann auch über β-Arrestin eine Signalkaskade ausgelöst werden. (O`Hayre et al., 
2008)
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Im menschlichen Körper gibt es über 50 verschiedene Chemokine und 23   

Chemokinrezeptoren.

Im Folgenden sollen die in dieser Arbeit untersuchten Chemokinrezeptoren CXCR4 und 

CXCR7 und ihre Liganden CXCL11 und CXCL12 kurz näher erläutert werden:

CXCL12, oder auch SDF-1 (stromal-cell-derived-factor-1) genannt, bindet an die      

Rezeptoren CXCR4 und CXCR7 (Duda et  al., 2011). Es wird von einer Vielzahl an    

Zellen, wie z.B. Knochenmarkszellen, Fibroblasten, Hepatozyten und Gliazellen,      

sezerniert und spielt eine Schlüsselrolle bei diversen physiologischen Prozessen, wie 

z.B. in der Entwicklung des Nervensystems und des Herzens, der Mobilisation und 

Wanderung von Stammzellen, der Angiogenese, der Lympho- und Myelopoese und der 

Leukozytenmigration (Burns et  al., 2006). Daneben besitzt  CXCL12 durch die           

Internalisierung des Rezeptors CXCR4 eine hemmende Wirkung auf HI-Viren (Bleul et 

al., 1996) und spielt  eine wichtige Rolle bei der Proliferation, Angiogenese und         

Metastasierung von Tumoren (Mentlein et al., 2013). 

Der Rezeptor CXCR4 wird auf Stammzellen, hämatopoetischen Zellen, Leukozyten, 

Endothelzellen und auch auf diversen Tumorzellen exprimiert. Durch diverse       

Wachstumsfaktoren und Zytokine und unter hypoxischen Bedingungen wird die 

CXCR4-Expression gesteigert. Lange war er der einzig bekannte Rezeptor für CXCL12. 

2005 gelang es Balabanian et al. nachzuweisen, dass auch der Rezeptor CXCR7 das 

Chemokin CXCL12 spezifisch bindet und nach der Bindung internalisiert wird. CXCL12 

bindet mit  zehnfach höherer Affinität an CXCR7 als an CXCR4. CXCR7 wurde          

ursprünglich als Rezeptor ohne Liganden, als so genannter Orphan-Rezeptor RDC1, 

entdeckt. Seine Ähnlichkeit zu konservierten Domänen von G-Protein-gekoppelten   

Rezeptoren ließen vermuten, dass es sich um einen CXC-Chemokinrezeptor handelt, 

was Burns et al. 2006 beweisen konnten. CXCR7 galt anfangs nur als decoy-Rezeptor 

für CXCL12, neuere Studien konnten aber die Auslösung einer Signalkaskade über β-

Arrestin zeigen (Rajagopal et al., 2010). 

CXCL11 oder auch I-TAC (interferon-inducible T-cell-chemoattractant) ist ein weiterer 

Ligand von CXCR7, der allerdings nur mit einer zehnfach geringeren Affinität  als 

CXCL12 an diesen bindet. Außerdem bindet CXCL11 auch noch an den Rezeptor 

CXCR3.
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CXCR7 ist an mehreren physiologischen Prozessen, wie z.B. der Entwicklung des     

Herzens (Sierro et al., 2007) oder der Chemotaxis von T-Zellen und Dendritischen    

Zellen beteiligt (Balabanian et al., 2005). Des Weiteren scheint er auch in der           

Tumorbiologie eine wichtige Rolle zu spielen; er konnte schon auf verschiedenen      

soliden Tumoren nachgewiesen werden. Dabei sind die Effekte seiner Aktivierung von 

Gewebe zu Gewebe verschieden: Beim Mammakarzinom fördert die CXCL12/CXCR7-

Interaktion z.B. die Zellproliferation (Burns et al., 2006), beim Prostatakarzinom dage-

gen die Invasivität und das Zellüberleben (Wang et  al., 2008), beim Glioblastom sorgt  er 

für einen erhöhten Schutz vor Apoptose (Hattermann et al., 2010) und beim nicht- 

kleinzelligen Lungenkarzinom führt seine Expression zu einer Resistenz gegen      

Chemotherapeutika (Goldmann et al., 2008). Auch ist er an der Regulation der         

Vaskularisierung der Tumoren beteiligt (Miao et al., 2007). 

1.4 Untersuchte Tumorentitäten

Im Folgenden sollen die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Tumorentitäten kurz 

näher vorgestellt werden. Als Vertreter für die Tumore mit Neuralleistenursprung haben 

wir das kleinzellige Lungenkarzinom, das Melanom und das Neuroblastom gewählt, als 

Vergleichspartner ohne Neuralleistenursprung das Mammakarzinom.

1.4.1 Mammakarzinom

Das Mammakarzinom ist mit etwa 31% in den westlichen Ländern die häufigste  

Krebserkrankung der Frau. Dabei handelt es sich um eine maligne Entartung der      

Drüsenepithelien der Brust, bei der das Wachstum entweder von den Epithelien der 

Drüsengänge oder der Läppchen ausgeht. In Deutschland erkranken pro Jahr etwa 

70.000 Frauen mit einem Altersgipfel zwischen 45 und 75 Jahren neu an einem  

Mammakarzinom. Bei Männern dagegen ist es eine Rarität. Die Mortalität liegt bei etwa 

18.000 Todesfällen pro Jahr und nimmt seit Mitte der 1990er Jahre trotz steigender    

Inzidenz aufgrund der früheren Diagnosestellung und konsequenter und neuer           

medikamentöser Therapiestrategien ab. 
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Zu den wichtigsten Risikofaktoren des Mammakarzinoms gehören das weibliche       

Geschlecht, ein höheres Alter, ein westlicher Lebensstil und Adipositas, eine frühe 

Menarche und späte Menopause, die Hormonsubstitution und eine Strahlenexposition. 

In 5-10% der Fälle liegt eine genetische Prädisposition, am häufigsten eine Mutation im 

BRCA-1- (breast cancer gene) oder BRCA-2-Gen, vor.

Histologisch wird das Mammakarzinom in zwei große Gruppen, das nicht-invasive 

Karzinom (Carcinoma in situ) (15-20%) und das invasive Karzinom (80-85%), und 

Sonderformen (<5%) unterteilt. Innerhalb der beiden Gruppen wird dann nochmal   

zwischen duktal (Duktales Carcinoma in situ 95%; invasiv duktal >70%) und lobulär 

(Lobuläres Carcinoma in situ 5%; invasiv lobulär 10%) unterschieden. Die klinische 

Einteilung und das Staging erfolgen nach der TNM-Klassifikation, welche die Tumoren 

anhand der Kategorien Größe (T=Tumor) und das Fehlen bzw. Vorhandensein von 

Lymphknoten-Metastasen (N=Nodes) und Fernmetastasen (M=Metastasen) beurteilt. 

Wichtige prognostische Faktoren sind außerdem der Hormonrezeptor- und der HER2/

neu-Status.

Die Therapie des Mammakarzioms erfolgt  primär chirurgisch und schließt  in             

Abhängigkeit vom Befund eine Polychemo- und Hormontherapie sowie eine Bestrah-

lung an die OP an.

1.4.2 Kleinzelliges Lungenkarzinom

Das kleinzellige Lungenkarzinom (small cell lung cancer - SCLC) macht 15-25% aller 

Lungenkarzinome aus. In Deutschland treten jährlich 10.000 Neuerkrankungen mit   

einem Altersgipfel zwischen 55-65 Jahren auf. 35-40% der Patienten sind älter als 70 

Jahre. Das Verhältnis von Männern zu Frauen liegt  bei 5:1, wobei in den letzten Jahren 

die Inzidenz bei den Frauen deutlich zugenommen hat, während sie bei den Männern 

dagegen langsam gesunken ist.

Der wichtigste Risikofaktor der SCLC ist das Rauchen. 80-95% aller Patienten sind  

oder waren Raucher. Aber auch andere Karzinogene wie z.B. Asbest, Radon und        

aromatische Kohlenwasserstoffe, spielen in der Tumorentstehung eine Rolle. 

Das SCLC ist häufig zentral intrapulmonal lokalisiert  und ist durch eine hohe           

Zellteilungsrate und rasche Wachstumsprogredienz charakterisiert, durch welche seine 
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hohe Strahlen- und Chemosensibilität  begründet ist. Allerdings hat das SCLC durch  

seine starke Rezidivneigung und frühe lymphogene und hämatogene Metastasierung v.a. 

ins ZNS, Skelett, Leber und Nebennieren eine äußerst ungünstige Prognose, die auch 

deutlich schlechter als die des nicht-kleinzelligen Lungenkarzinoms (non small cell lung 

cancer - NSCLC) ist. Die klinische Einteilung und das Staging erfolgen nach der TNM-

Klassifikation. Die mittlere Überlebenszeit wird zwischen 7 und 20 Monaten             

angegeben. Unbehandelt führt das SCLC innerhalb von 2-4 Monaten zum Tod. 

1.4.3 Melanom

Das Melanom ist  der häufigste und bösartigste maligne Hauttumor. Er geht von den  

Melanozyten, den pigmentbildenden Zellen der Haut und der Schleimhaut, aus. 

Die Inzidenz ist in der weißen Bevölkerung weltweit zunehmend, besonders bei stark 

sonnenexponierten hellhäutigen Bevölkerungsgruppen, und beträgt in Mitteleuropa    

10-12 und in Australien 50-60 pro 100.000 Einwohner im Jahr. 

Hauptrisikofaktoren sind ein heller Hauttyp, eine hohe Anzahl an Nävi und eine starke 

UV-Exposition, wobei hier insbesondere intermittierende Sonneneinwirkungen in der 

Kindheit (Anzahl der Sonnenbrände) eine zentrale Rolle spielen.

Das Melanom zeichnet sich durch eine frühe lymphogene und hämatogene                

Metastasierung aus.

Histologische Subtypen und Grading spielen beim Melanom eine untergeordnete Rolle. 

Entscheidend für die Prognose sind vielmehr die vertikale Tumordicke nach Breslow, 

die Invasionstiefe nach Clarke, eine mikroskopische Ulzeration der Oberfläche und eine 

Mikrometastasierung in Wächterlymphknoten. Die klinische Stadieneinteilung erfolgt 

nach der TNM-Klassifikation. Die Therapie erfolgt primär chirurgisch. Eine               

Bestrahlung, eine Chemotherapie oder die Gabe von Interferon α kann in einigen Fällen 

indiziert sein. Ca. 90% aller Melanome werden als Primärtumor ohne erkennbare      

Metastasierung diagnostiziert. Die Überlebensrate liegt bei 75-80%.

1.4.4 Neuroblastom

Das Neuroblastom ist  mit  einer Inzidenz von ca. 1:7000 Lebendgeburten der häufigste 

solide extrakranielle Tumor des Kindes. Er macht ca. 8% aller Krebserkrankungen im 
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Kindesalter unter 15 Jahren aus. 90% der Neuroblastome werden bis zum Ende des 5. 

Lebensjahres diagnostiziert, 40% bereits im Säuglingsalter. Der Tumor entsteht aus un-

reifen entarteten Zellen des sympathischen Nervensystems. Daher kann das              

Neuroblastom überall dort auftreten, wo sich sympathisches Nervengewebe befindet. 

Meistens ist  er aber im Nebennierenmark oder im Grenzstrang, dem Nervengeflecht  

entlang der Wirbelsäule, lokalisiert. Eine Metastasierung findet v.a. in die      

Lymphknoten, Knochenmark, Knochen, Leber und Haut statt.

Die Symptome des Neuroblastoms sind sehr vielfältig, abhängig von der Lokalisation, 

Größe und Metastasierung des Tumors. Es besitzt  ein außergewöhnlich breites         

Verhaltensspektrum, welches von aggressiven Tumoren mit rascher Progression und 

Therapieversagen bis zur spontanen Tumorregression oder Differenzierung zu benignen 

Formen reicht. 

Die klinische Stadieneinteilung erfolgt nach dem Internationalen Neuroblastom        

Stadiensystem (INSS). Prognostisch wichtig sind auch molekulargenetische               

Untersuchungen des Tumors, wie z.B. die Amplifikation des n-Myc-Gens. 

Die Behandlung des Neuroblastoms besteht risikoadaptiert aus einer Operation,     

Strahlen- und/oder Chemotherapie. Bei einigen Patienten reicht zunächst auch die     

alleinige Beobachtung aus. 

1.5 Fragestellung

Trotz großer Fortschritte und erheblicher Erkenntnisse im Bereich der Tumorforschung 

ist die Prognose für viele Tumorerkrankungen gegenwärtig immer noch sehr schlecht. 

Bei den meisten Patienten kommt es trotz gutem initialen Therapieansprechen zu einem 

Tumorrezidiv. Gerade Tumore mit Neuralleistenursprung sind hiervon betroffen. Als 

Erklärungsversuch für die Rezidivbildung hat in den letzten Jahren das Konzept  der 

Tumorstammzelle, die so genannte Tumorstammzellhypothese, immer mehr an Bedeu-

tung gewonnen. Bei vielen Tumorentitäten konnten Tumorstammzellen inzwischen 

nachgewiesen werden. Um sie allerdings gezielt eliminieren zu können, ist es zunächst 

einmal notwendig, diese mittels bestimmter Marker zu identifizieren. Des Weiteren ist 

es für die gezielte Therapie wichtig, Informationen über die Biologie der                   
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Tumorstammzellen, also ihren Ursprung, ihr Verhalten und ihre Reaktion auf den     

Einfluss von verschiedenen Faktoren zu kennen. 

Weil häufig Zelllinien als Modell in der Tumorforschung verwendet  werden, sollte nun 

im Rahmen dieser Arbeit an verschiedenen Tumorzelllinien mit Neuralleistenursprung 

im Vergleich zum Mammakarzinom untersucht werden:

1. Welche embryonalen und neuralen Stammzellmarker und Chemokinrezeptoren, die 

bei der Wanderung von Stammzellen und in der Tumorbiologie eine wichtige Rolle 

spielen, exprimiert werden.

2. Ob diese Marker durch Chemokine oder durch neurales Stammzellmedium (Neural 

Stem Cell Medium), das zur Kultivierung/Gewinnung von Stammzellen verwendet 

wird, reguliert werden.
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2 MATERIALIEN UND METHODEN

2.1 Materialien

2.1.1 Zelllinien

Mammakarzinom:   MCF7

     MDA parental

Kleinzelliges Lungenkarzinom:    OH1

     OH3

     SW2

Melanom:     LOX

     Mel Juso

     Mel6

Neuroblastom:   SKNSH

     LAN1

     IMR32

     SHSY5Y

Die MCF7-Zellen wurden kommerziell erworben. Von den MDA-Zellen war noch 

cDNA aus früheren Versuchen unserer Arbeitsgruppe vorhanden. Ursprünglich stammen 

diese von Toshiyuki Yoneda, University of Texas, San Antonio. Alle anderen Zelllinien 

wurden uns freundlicherweise von Prof. Dr. Udo Schumacher vom Anatomischen      

Instituts des UKE Hamburg zur Verfügung gestellt. 
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2.1.2 Medien, Lösungen und Puffer

Medien

Glial Precursor Cell Medium (Standard-Nährmedium): 

DMEM mit 4500 mg/l Glucose, 4 mM L-Glutamin, 25 mM HEPES

+ 10 % fötales Kälberserum (FKS)

+ 3 % L-Glutamin

+ 1 % Penicillin/Streptomycin

Neural Stem Cell Medium (NSC):

DMEM: Harn`s F12 (1:1)

+ 2 mM L-Glutamin

+ 0,6 % Glucose

+ 9,6 ng/ml Putrescindihydrochlorid

+ 6,3 ng/ml Progesteron

+ 5,2 ng/ml Natriumselenit

+ 0,025 mg/ml Insulin

+ 2 µg/ml Heparin

+ 4 mg/ml Bovines Serumalbumin (BSA)

+ 10 ng/ml bFGF

+ 20 ng/ml EGF

Stimulationsmedium, 0,5 % FKS: 

DMEM mit 4500 mg/l Glucose, 4mM L-Glutamin, 25 mM HEPES 

+ 0,5 % fötales Kälberserum (FKS)  
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Lösungen und Puffer

5x Reaction Buffer:

250 mM Tris-HCl

259 mM KCl

20 mM MgCl2

50 mM DTT

Dissoziationslösung:

24 mg HEPES

20 mg Trypsin  in 10 ml DMEM lösen,

2 mg EDTA   steril filtrieren

DNase-Puffer: pH 8

400 mM Tris-HCl

100 mM MgSO2

10 mM CaCl2

Elektrodenpuffer: pH 8,2-8,3

15,2 g TRIS

72 g Glycin

5 g SDS

5 l H2O

HEPES-Puffer (10 mM, 25 mM): pH 7,4

Lysispuffer (Western Blot): pH 7,8

50 mM TRIS

100 mM NaCl

5 mM EDTA

1 % Triton X-100

2 mM Natriumvanadat      vor Gebrauch zusetzen

1 mM Glycerolphosphat   vor Gebrauch zusetzen
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PBS (Phosphate Buffered Saline): pH 7,2-7,3

136 mM (8,0 g) NaCl

2,7 mM (0,2 g) KCl

1,8 mM (0,24 mg) KH2HPO4

8 mM (1,44 g) Na2HPO4 · 2 H2O

ad 1 l H20 dest.

Sammelgelpuffer: pH 6,8

0,5 M TRIS/HCl

0,4 % SDS

SDS-Probenpuffer:

0,23 g SDS in 7,25 ml H2O

1,25 ml Trenngelpuffer 

1 ml Glycerin

20 mM DTT

TBST: pH 7,5

50 mM TRIS

150 mM NaCl

1 mM EDTA

0,1 % Tween

Trenngelpuffer: pH 8,8

1,5 M TRIS/HCl

0,4 % SDS 

2.1.3 Biochemikalien

Aceton       Roth, Karlsruhe

Acrylamid-Bis-Lsg. 29:1, 30 %    Serva, Heidelberg

Bradford Reagenz      BioRad Laboratories, München
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Bromphenolblau      Merck, Darmstadt

BSA (Bovines Serumalbumin)    Biomol, USA

Camptothecin      Sigma-Aldrich, Steinheim

Chloroform       Merck, Darmstadt

DAPI (4`, 6`-Diamidino-2-phenylindoldichloridhydrat) Sigma-Aldrich, Steinheim

DMEM (Dulbecco`s Modified Eagle Medium)  Gibco, Invitrogen, Karlsruhe

DMEM Harn`s F12 (1:1)     Gibco, Invitrogen, Karlsruhe

DMSO (Dimethylsulfoxid)     Sigma-Aldrich, Steinheim

dNTP-Mix (Dinukleotidtriphosphat-Mischung)  Fermentas, Vilnius, Litauen

DTT (Dithiotreitol)     Biomol, Hamburg

EDTA (Ethylendiamintetraacetat)    Fermentas, St. Leon-Rot

EDTA-Stopp-Lösung     Promega, Fitchburg, USA

Ethanol       Roth, Karlsruhe

FKS Gold (Fötales Kälberserum, teilsynthetisch) PAA, Pasching, Österreich

Glutamin       Roth, Karlsruhe

Heparin       Sigma-Aldrich, München

HEPES           Merck, Darmstadt

 (4, 2-Hydroxyethyl-1-piperazinethansulfonsäure)

Immumount®      Thermo, Pittsburgh, USA

Isopropanol Roth, Karlsruhe

Kaliumchlorid (KCl)     Merck, Darmstadt

Kaliumdihydrogenphosphat (Na2HPO4)    Merck, Darmstadt

Methanol       Roth, Karlsruhe

Natriumchlorid (NaCl)     Roth, Karlsruhe

Natriumselenit (Na2SeO3)     Sigma-Aldrich, Steinheim

PageRuler Prestained Protein Ladder   Fermentas, St. Leon-Roth

Penicillin/Streptomycin     Gibco, Invitrogen, Karlsruhe

Proteinmarker      Fermentas, Vilnius, Litauen

Putrescindihydrochlorid (NH2(CH2)4NH2 · 2HCl) Sigma-Aldrich, München

Random Hexamer Primer     Amersham Biosciences, UK

Reaction Buffer      Fermentas, Vilnius, Litauen

Salzsäure (HCl)      Roth, Karlsruhe
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Schwefelsäure (H2SO4)     Roth, Karlsruhe

TRIS (Trishydroxymethylaminomethan)   Sigma-Aldrich, Steinheim

TRIzol       Invitrogen, Karlsruhe

Trypanblau       Sigma-Aldrich, Steinheim

Tween       Sigma-Aldrich, Steinheim

2.1.4 Peptide und Enzyme

bFGF (basic fibroblast growth factor, FGF2)  Immunotools, Friesoythe

CXCL11        PeproTech, Rocky Hill, USA

 (I-TAC, Interferon-inducible T-cell a chemoattractant)  

CXCL12 (SDF-1α, stromal-derived growth factor 1α)  Immunotools, Friesoythe

DNase (RNase-frei)     Fermentas, ST. Leon-Rot

EGF (epidermal growth factor)    Immunotools, Friesoythe

Insulin        Sigma-Aldrich, München 

 (aus Rinderpankreas, 10 mg/ml in 25 mM HEPES)

Progesteron      Sigma-Aldrich, München

RevertAidTM H Minus M-MuLV    Fermentas, St. Leon-Rot 

 (Reverse Transkriptase (40 U/µl))

RNase (DNase-frei) (20 mg/ml)    Sigma-Aldrich, Steinheim

2.1.5 TaqMan® Primer und Sonden

Bezeichnung ID-Nummer

hCD133 Hs00195682_m1

hCXCL16 Hs00222859_m1

hCXCR3 Hs00171041_m1

hCXCR4 Hs00607978_s1

hCXCR7 Hs00664172_s1

hGAPDH Hs99999905_m1

hKLF4 Hs00358836_m1
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Bezeichnung ID-Nummer

hMusashi Hs00159291_m1

hMyc Hs00153408_m1

hNanog Hs02387400_g1

hOct4 Hs00999632_g1

hSox2 Hs00415716_m1

Alle TaqMan®-Primer und Sonden wurden von Applied Biosystems, Branchburg, USA 

bezogen.

2.1.6 Antikörper

Primärantikörper

Antikörper Spezies Verdünnung Firma Bestellnummer

anti-CXCR4 Ziege 1:100 Abcam, Cambridge, 
UK

ab1671

anti-CXCR7 Kaninchen 1:100 Abcam, Cambridge, 
UK

ab38089

anti-Musashi
(monoklonal)

Maus 1:100 R&D, Wiesbaden MAB2628

anti-Nanog Kaninchen 1:500 Thermo Scientific, 
Waltham, USA

PA1-097

anti-Oct4 Kaninchen 1:150 Cell Signaling,     
Danvers, USA

2750S

anti-Sox2 Kaninchen 1:200 Santa Cruz, Dallas, 
USA

SC-20088
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Sekundärantikörper

Markierung Spezies Spezifität Verdünnung Firma Bestellnummer

Alexa Fluor 
488®

Ziege Maus 1:1000 Thermo      
Scinetific,  

Waltham, USA

A21202

Alexa Fluor 
555®

Esel Ziege 1:1000 Thermo      
Scinetific,  

Waltham, USA

A21432

Alexa Fluor 
555®

Ziege Kaninchen 1:1000 Thermo      
Scinetific,  

Waltham, USA

A21428

2.1.7 Gebrauchsfertige Kits

ECL Advance TMWestern Blotting-Detection Kit GE Healthcare, München

TaqMan® Universal Master Mix (20x)   Applied Biosystems, USA

2.1.8 Geräte

ABI Prism®-7700 Real-Time-PCR-Gerät  PE Applied Biosystems, USA

Analysewaage      Sartorius AG, Göttingen

Brutschränke      Heraeus, Hanau

Fluoreszenzmikroskop Axiovert 35 M   Zeiss, Jena

Fluoreszenzspektrometer F-2000    Hitachi, Tokio, Japan

Kühlzentrifuge      Eppendorf, Hamburg

Magnetrührer MR2000     Heidolph, Schwabach

Mikroskop, invers CK2     Olympus, Japan

Thermocycler T-Gradient     Biometra, Göttingen

Tischzentrifuge Biofuge pico    Heraeus, Hanau

Vortex-Mixer VF2      Janke & Kunkel, Staufen

Wasserbad       Köttermann, Hänigsen
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Werkbank (Hera-safe)     Heraeus, Hanau

2.1.9 Verbrauchsmaterial

6-Well-Zellkulturschalen     Greiner, Frickenhausen

96-Well-Real-Time-PCR-Platten    Sarstedt, Nürnberg

Deckgläschen      Menzel-Gläser, Braunschweig

Filme       GE Healthcare, München

Kulturflaschen und -schalen    Sarstedt, Nürnberg

Objektträger Super Frost     Roth, Karlsruhe

Optische Folie (Real-Time-PCR)    Sarstedt, Nürnberg

Petrischale 35mm      Sarstedt, Nürnberg

Pipettenspitzen      Sarstedt, Nürnberg

Reaktionsgefäße („Tubes“, 0,2 und 1,5 ml)  Sarstedt, Nürnberg

Röhrchen (10 ml und 50 ml)    Sarstedt, Nürnberg

Whatman-Filterpapier     BioRad, München

Zellschaber       Sarstedt, Nürnberg

         

2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur

Die Arbeiten mit lebenden Zellen wurden komplett in einer sterilen Werkbank      

durchgeführt. Alle verwendeten Tumorzelllinien wurden in Brutschränken bei 37 °C, 5 

% CO2 und gesättigter Luftfeuchtigkeit kultiviert. Als Kulturmedium kam dabei das 

Glial Precursor Cell Medium (DMEM  mit 10 % FKS, 3 % L-Glutamin, 1 % Penicillin/

Stepromycin) zum Einsatz. Für die Stimulationsversuche wurde ein Stimulationsmedi-

um (DMEM mit 0,5 % FKS) oder das Neural Stem Cell Medium verwendet. Bei    

Letzterem wurden die Faktoren bFGF und EGF erst direkt in die Kulturflasche          

dazugegeben.
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2.2.2 Realtime-RT-PCR

Überblick

Die quantitative Realtime-Reverse-Transkriptase-Polymerasekettenreaktion (Realtime-

RT-PCR) dient der Bestimmung der relativen Expression der mRNA eines Gens. Sie 

beruht auf der Vervielfältigung von Nukleinsäuren mit Hilfe der Polymerasekettenreak-

tion (PCR) und der zeitgleichen Quantifizierung der DNA-Menge durch Fluoreszenz-

messungen während der einzelnen PCR-Zyklen eines Durchlaufs. Dabei verhält  sich die 

Fluoreszenz proportional zur Menge der PCR-Produkte. Die Auswertung kann dann  

relativ zu einem mitgemessenen Referenzgen erfolgen.

Für die Durchführung der Realtime-RT-PCR muss zunächst die RNA aus den Zellen 

isoliert und anschließend mittels des Enzyms Reverse Transkriptase in die sogenannte 

complementary DNA (cDNA) umgewandelt werden. Während der PCR kommt es dann 

durch die mehrmalige Wiederholung folgender drei Phasen zur exponentiellen 

Vermehrung der eingesetzten DNA:

Zunächst erfolgt die Denaturierung, bei der die doppelsträngige DNA in Einzelstränge 

getrennt wird, anschließend das Annealing, bei welchem sich die Primer an ihre        

spezifischen Bindungsstellen an die DNA anlagern und abschließend die Elongation, bei 

welcher die DNA-Polymerase komplementäre DNA-Stränge zur eingesetzten        

DNA-Sequenz bildet.

Für die Quantifizierung kamen hier TaqMan®-Sonden und das Prinzip  des              

Försterresonanz-Energietransfers (FRET) zum Einsatz. TaqMan®- Sonden sind         

Oligonukleotide, die am 5`-Ende mit einem Fluoreszenzfarbstoff und am 3`-Ende mit 

einem Quencher ausgestattet sind. Der Quencher inaktiviert die Fluoreszenz von 

Farbstoffen, die sich in seiner Nähe befinden. Zu Beginn eines PCR-Zyklus lagert sich 

nun die TaqMan®-Sonde an die komplementäre Sequenz der eingesetzten DNA an und 

wird während der Gegenstrangsynthese durch die Taq-Polymerase, die neben ihrer    

Polymeraseaktivität auch eine 5`-3`-Exonukleaseaktivität aufweist, abgebaut. So       

befindet sich der Quencher nicht mehr in der Nähe des Farbstoffes, dessen Fluoreszenz 

nun detektiert werden kann.
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RNA-Isolierung mit TRIzol® Reagenz

Vor der Isolierung der RNA aus den Tumorzelllinien wurden diese zwei bis drei Tage in 

kleinen Zellkulturflaschen kultiviert. Nach Abschluss der Kultivierung wurden sie mit 

warmem PBS gespült, abgesaugt und in 1 ml TRIzol® pro Flasche mit einem          

Zellschaber abgekratzt und in ein steriles Reaktionsgefäß überführt. Nicht-adhärente 

Zelllinien wie die OH3-Zellen wurden nach der Kultivierung samt Medium in ein      

steriles Reaktionsröhrchen überführt, kurz für 3 Minuten bei 1500 xg zentrifugiert, der 

Überstand entfernt und das Pellet, in dem sich die Zellen befanden, in warmem PBS  

gelöst. Nach der anschließenden wiederholten dreiminütigen Zentrifugation bei 1500 xg 

wurde der Überstand erneut entfernt, das Pellet in 1 ml TRIzol® gelöst und die Probe in 

ein neues steriles Reaktionsgefäß überführt. Alle Proben wurden nun nach der Zugabe 

von jeweils 200 µl Chloroform 15 Sekunden von Hand geschüttelt, zwei bis drei       

Minuten bei Raumtemperatur inkubiert  und anschließend bei 12000 xg und 4 °C für 15 

Minuten zentrifugiert. Dadurch wurde eine Trennung der Proben in drei                     

unterschiedliche Phasen erreicht: Unten eine rötliche Phenol/Chloroform-Phase mit 

DNA, Proteinen und Zelltrümmern, darüber eine weiße Interphase mit  DNA und ganz 

oben eine wässrige Phase mit  der gewünschten RNA. Ungefähr 500 µl von der oberen 

Phase wurden nun in ein neues steriles Reaktionsgefäß überführt und jeweils 500 µl  

Isopropanol zur Fällung der RNA hinzugefügt. Nach 15 Sekunden Schütteln per Hand 

und einer Inkubationszeit  von 10 Minuten bei Raumtemperatur wurden die Proben bei 

12000 xg und 4 °C für 10 Minuten zentrifugiert. Nach abgeschlossener Zentrifugation 

befand sich die RNA in einem Pellet am Boden des Reaktionsgefäßes. Der Überstand 

wurde entfernt, zum Pellet 1 ml 70 % Ethanol hinzugefügt, kurz gevortext und           

anschließend 5 Minuten bei 7600 xg und 4 °C zentrifugiert. Der Überstand wurde     

abermals entfernt  und das Pellet  bei Raumtemperatur getrocknet. Je nach Größe wurden 

die Pellets nun in 20-50 µl RNAse-freiem Wasser gelöst und 10 Minuten lang bei 58 °C 

inkubiert. 

Der RNA-Gehalt der einzelnen Proben wurde durch Extinktionsmessungen bei 260 nm 

im Photometer bestimmt. Zusätzlich wurde die Reinheit der Probe aus dem Quotienten 

der Extinktion bei 260 nm und 280 nm errechnet. Dieser sollte bei mindestens 1,8     

liegen, damit die Probe für die weiteren Anwendungen geeignet ist. 
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Die entstandene RNA wurde bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert.

DNA-Verdau und Reverse Transkription in cDNA

Für die folgende Realtime-PCR muss die isolierte RNA noch mit Hilfe der Reversen 

Transkriptase in cDNA umgeschrieben werden. 

Alle nachfolgenden Schritte wurden auf einem Eisblock pipettiert und im Thermocycler 

T-Gradient inkubiert.

Von jeder Probe wurde 1 µg RNA zusammen mit 7 µl bidestilliertem Wasser in ein  

neues steriles Reaktionsgefäß überführt. Um eventuell vorhandene Reste genomischer 

DNA zu entfernen, wurden im ersten Schritt jeweils 1 µl 10x DNase-Puffer (400 mM 

TRIS, 100 mM MgSO4, 10 mM CaCl2, pH 8) und 1 µl DNase (1 U/µl) hinzugefügt, 

gemischt und für 15 Minuten bei 37 °C inkubiert. Zur Inaktivierung der DNase wurden 

dann jeweils 1 µl EDTA-Lösung (25 mM) hinzugefügt, gemischt und für 10 Minuten 

bei 65 °C inkubiert. Nun wurde jeweils 1 µl Random Hexamer Primer (0,2 µg/µl)     

hinzupipettiert  und, um eine Bindung der Primer an die RNA zu ermöglichen, der     

Ansatz für 5 Minuten bei 70 °C inkubiert. Anschließend wurde jeweils ein Mastermix, 

bestehend aus 4 µl 5x Reaction Buffer (250 mM TRIS-HCl, 259 mM KCl, 20 mM 

MgCl2, 50 mM DTT, pH 8), 2 µl dNTP-Mix (10 mM) und 1 µl Wasser hinzugefügt und 

gemischt. Nach einer Inkubation von 5 Minuten bei 25 °C wurde dann im letzten Schritt 

jeweils 1 µl Reverse Transkriptase hinzupipettiert und die Proben zunächst für 10     

Minuten bei 25 °C, dann für 60 Minuten bei 42 °C inkubiert und zum  Abschluss zum 

Beenden der Reaktion für 10 Minuten auf 70 °C erhitzt. Anschließend wurden die    

Proben abgekühlt und die entstandene cDNA wurde bis zur weiteren Verwendung bei 

-20 °C gelagert.

Realtime-PCR

Für die Durchführung der Realtime-PCR wurden hitzestabile, optisch durchlässige 96-

Loch-Mikrotiterplatten verwendet. In jede Vertiefung wurden zunächst 2 µl der          

jeweiligen cDNA-Probe gegeben, die vorher 1:10 auf eine Konzentration von 10 ng/µl 

verdünnt worden war. Dazu wurden im nächsten Schritt jeweils 18 µl einer               
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vorbereiteten Mastermix-Lösung gegeben, die sich aus 1 µl TaqMan®-Primer-Probes, 7 

µl Wasser und 10 µl TaqMan®-Universal PCR Mastermix, welcher auch die DNA-   

Polymerase enthielt, zusammensetzte. Nachdem die Mikrotiterplatte mit einer      

selbstklebenden optischen Folie verschlossen worden war, wurde die PCR-Reaktion im 

ABI Prism®-7000 SDS Realtime PCR-Gerät  nach folgendem Programm durchgeführt: 

Der erste Schritt beinhaltete eine Inkubation für 2 Minuten bei 50 °C, der zweite Schritt 

die Polymeraseaktivierung für 10 Minuten bei 95 °C und der dritte Schritt, der 40 mal 

wiederholt wurde, die Denaturierung der DNA in ihre Einzelstränge für 15 Sekunden 

bei 95 °C und das anschließende Annealing und die Elongation für 1 Minute bei 60 °C. 

Im Anschluss an jeden der 40 Zyklen wurden die Fluoreszenzsignale gemessen.

Auswertung

Als Maß für die Quantifizierung wurden die so genannten CT-Werte herangezogen, die 

vom PCR-Gerät gemessen und mit der entsprechenden Software berechnet wurden. Der 

CT-Wert (Cycle of threshold) gibt den PCR-Zyklus an, bei dem die Fluoreszenz, die sich 

proportional zur DNA-Menge verhält, erstmals signifikant  über die Hintergrund-       

Fluoreszenz ansteigt und damit einen bestimmten Schwellenwert überschreitet. Die 

Auswertung erfolgte hierbei relativ zu einem auf derselben Mikrotiterplatte              

mitgemessenen Referenzgen, einem „Housekeeping gene“, der Glycerinaldehyd-3-

Phosphatdehydrogenase (GAPDH).

Die relative Genexpression wurde nach der ΔCT-Methode errechnet:

 ΔCT = CT (Zielgen) - CT (GAPDH)

Der ΔCT-Wert gibt also an, wie viele Zyklen später als das Referenzgen das untersuchte 

Gen den Fluoreszenzschwellenwert überschritten hat. Bei mehrfacher Wiederholung 

desselben Versuches wurden Mittelwerte verwendet.

Da die Amplifikation in der PCR exponentiell erfolgt, kann der ΔCT-Wert mit folgender 

Formel linearisiert werden:

 relative Expression = 2 -(ΔCT)

Ein ΔCT-Wert von 3,33 entspricht also einer zehnfach niedrigeren Expression des      

untersuchten Gens im Vergleich zum Referenzgen.
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Für die Auswertung von Stimulationsversuchen, bei der stimulierte Proben mit          

unstimulierten Kontrollen verglichen werden sollten, wurde die ΔΔCT-Methode         

herangezogen:

 ΔΔCT = ΔCT (stimuliert) - ΔCT (unstimuliert)

Durch Linearisierung konnte die relative Expressionsänderung der stimulierten Probe 

gegenüber der unstimulierten Kontrolle bestimmt werden:

 relative Expressionsänderung = 2 -(ΔCT (stimuliert) - ΔCT (unstimuliert))

2.2.3 Fluoreszenz-Immunzytochemie

Überblick

Mit Hilfe der Immunzytochemie können Proteine direkt an Zellen sichtbar gemacht 

werden, indem die eingesetzten Antikörper spezifisch an das Antigen des Proteins    

binden. Bei der hier verwendeten indirekten Immunfluoreszenz werden zu diesen    

Primärantikörpern Sekundärantikörper dazugegeben, an welche ein Fluoreszenz-

farbstoff gekoppelt  ist. Da diese Sekundärantikörper gegen die Spezies gerichtet sind, 

aus der der Primärantikörper stammt, binden sie an den Fc-Teil des jeweiligen         

Primärantikörpers und das Fluoreszenzsignal kann dann mit Hilfe eines Fluoreszenz-

mikroskops sichtbar gemacht werden.

Vorgehen

Die zu untersuchenden Zellen wurden auf in Kulturschalen liegenden, mit Poly-D-Lysin 

(PDL) beschichteten Deckgläschen ausgesät und ungefähr zwei Tage kultiviert. Nach 

der Kultivierung wurden sie dreimal 5 Minuten mit  PBS gespült und anschließend mit 

eiskaltem Aceton/Methanol-Gemisch 10 Minuten fixiert. Nach dem erneuten          

dreimaligen fünfminütigen Spülen mit PBS wurden die Deckgläschen in neue 6-Well-

Schalen umgesetzt  und mit 0,5 % BSA/0,5 % Glycin in PBS 60-80 Minuten bei    

Raumtemperatur blockiert. Anschließend wurden die in PBS verdünnten Primärantikör-

per auf die Deckgläschen gegeben und diese über Nacht bei 4 °C in einer feuchten,   

abgedunkelten Kammer inkubiert.
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Am nächsten Tag wurden die Deckgläschen erneut dreimal 5 Minuten mit  PBS gespült 

und, nachdem der in PBS verdünnte Sekundärantikörper aufgetragen worden war, für 1 

Stunde bei 37 °C in der feuchten Kammer unter Lichtausschluss inkubiert, um ein   

Ausbleichen des Fluoreszenzfarbstoffes zu vermeiden. Auch alle weiteren Schritte  

wurden in der feuchten, abgedunkelten Kammer durchgeführt. Nachdem durch        

wiederholtes dreimaliges fünfminütiges Spülen überschüssiger Sekundärantikörper      

entfernt werden sollte, wurden die Deckgläschen mit 100 µl DAPI für die Färbung der 

Zellkerne beschichtet und anschließend 30 Minuten bei Raumtemperatur in der feuchten 

Kammer inkubiert. Abschließend wurden die Deckgläschen wieder dreimal 5 Minuten 

mit PBS und ein Mal mit destilliertem Wasser gespült und dann mit Immumount auf 

Objektträgern eingedeckelt. Nach dem Trocknen bei 4 °C wurden die Präparate mit dem 

Axiophot Mikroskop mikroskopiert und fotografiert.

Die Präparate wurden bei 4 °C gelagert.

2.2.4 Western Blot

Überblick

Der Western Blot dient  dem Nachweis von Proteinen. Vor dem eigentlichen Verfahren 

wird das zu untersuchende Proteingemisch mit Hilfe der Gel-Elektrophorese-Technik in 

einer Trägermatrix (SDS-PAGE) mit einem Polyacrylamidgel entsprechend des        

Molekulargewichtes der einzelnen Proteine in Proteinbanden aufgetrennt. Anschließend 

werden diese aufgetrennten Proteinproben auf eine PVDF-Membran übertragen, an de-

ren Oberfläche sie aufgrund hydrophober Wechselwirkungen haften bleiben. Hier    

können sie nun mit Hilfe spezifischer Antikörper detektiert werden. 

Zelllysatherstellung und Vorbereitung der Proteinproben

Jeweils drei kleine Kulturflaschen der jeweiligen Zelllinie wurden für zwei Tage       

kultiviert. Anschließend wurde eine Flasche als Kontrolle nach kurzem Spülen mit 

warmem PBS erneut mit dem Standard-Nährmedium (DMEM mit 10 % FKS, 3 % L-

Glutamin und 1 % Penicillin/Steptomycin) versehen, zu den anderen beiden Flaschen 
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wurde nach einmaliger Spülung mit warmem PBS das Stimulationsmedium (DMEM 

mit 0,5 % FKS) und zusätzlich jeweils einer der beiden Chemokine CXCL11 oder 

CXCL12 in einer Konzentration von 10 nM gegeben. Anschließend wurden die drei 

Kulturflaschen für 24 Stunden bei 37 °C im Brutschrank inkubiert.

Zum Stoppen der Stimulation wurde das Zellkulturmedium abgesaugt, die Zellen mit 

kaltem PBS gespült, in 250 µl Lysispuffer pro Kulturflasche mit  einem Zellschaber   

abgekratzt und in ein steriles Eppendorf-Reaktionsgefäß überführt. Anschließend       

erfolgte eine dreiminütige Zentrifugation bei 12000 rpm und die erneute Überführung in 

ein steriles Eppendorf-Reaktionsgefäß. 

Die Proteinkonzentration wurde nach der Bradford-Methode bestimmt und mit SDS-

Probenpuffer auf einen Proteingehalt von 5 µg/20 µl eingestellt. 

Nach zehnminütigem Kochen bei 95 °C zur Denaturierung wurden die Proben bei      

-20 °C gelagert. 

Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford

Bei der Proteinkonzentrationsbestimmung nach der Bradford-Methode wurden zunächst 

5 µl der Probe bzw. für den Leerwert 5 µl Lysispuffer mit 795 µl H2O bidest. verdünnt 

und jeweils mit 200 µl Bradford-Reagenz versetzt. Als Standard wurde eine Lösung aus 

785 µl H2O bidest., 5µl Lysispuffer, 10 µl einer 1 mg/ml BSA-Lösung und 200 µl   

Bradford-Reagenz verwendet. Nach kurzer Inkubation bei Raumtemperatur wurde die 

Extinktion der Proben im Photometer bei einer Wellenlänge von 595 nm gegen den 

Leerwert gemessen und die Proteinkonzentration nach folgender Formel berechnet: 

 (OD595 (Probe) / OD595 (Standard)) x 2 = Proteingehalt in mg/ml

SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Zur Auftrennung der Proteingemische wurde die diskontinuierliche SDS-Poly-          

acrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) angewendet. Hierbei wurden die Proben mit 

dem anionischen Natriumdodecylsulfat (SDS) versetzt, um die Eigenladung der         

Aminosäuren auszuschalten, sodass die Proteine ausschließlich nach ihrem               

Molekulargewicht aufgetrennt werden konnten. 
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Es wurden 10- und 12-prozentige Polyacrylamidgele benutzt. Das fertige Gel wurde in 

die Elektrophoresekammer eingebaut und die Taschen wurden nach einer mithilfe einer 

stumpfen Kanüle durchgeführten Spülung mit H2O bidest. mit jeweils 20 µl der Probe 

(5 µg Protein) befüllt. Eine weitere Tasche wurde mit 4 µl eines definierten               

Molekulargewichtsmarkers beladen. Zusätzlich wurde in den Innenraum der Kammer 

ein Tropfen Bromphenolblau als Indikatorfront gegeben. Anschließend wurde die            

Elektrophorese für ca. 30 Minuten bei einer Obergrenze von 400 V durchgeführt, bis die 

Lauffront die Unterseite des Gels erreichte.

Proteintransfer auf eine PVDF-Membran

Die nun aufgetrennten Proteinproben wurden aus dem Polyacrylamidgel mittels        

Semi-Dry-Verfahren auf eine Polyvinylidenfluorid-(PVDF)-Membran übertragen. Dabei 

wurde die auf Gelgröße zugeschnittene PVDF-Membran in Methanol aktiviert, danach 

in Transferpuffer äquilibriert und mit  dem SDS-Gel zwischen jeweils zwei ebenfalls in 

Transferpuffer getränkte Whatmann-Papiere gelegt, wobei die Membran zur Anode und 

das Gel zur Kathode wies. Der Transfer erfolgte für 30 Minuten bei einer Obergrenze 

von 25 V.

Immunologische Detektion der Proteine 

Nach dem Proteintransfer wurde die PVDF-Membran für 1 Stunde bei Raumtemperatur 

mit einer 5-prozentigen Milchpulver-TBST-Lösung inkubiert, um freie Membran-   

Bindungsstellen zu sättigen. Anschließend wurde die Membran mit dem in 1 ml                 

5-prozentiger Milchpulver-TBST-Lösung verdünnten Primärantikörper gemeinsam in 

eine Schlauchfolie eingeschweißt und über Nacht bei 4 °C inkubiert. 

Um überschüssige, unspezifisch gebundene Antikörper von der Membran zu entfernen, 

wurde diese am nächsten Tag dreimal 15 Minuten in TBST gewaschen. Danach wurde 

der in 0,5-prozentiger BSA-TBST-Lösung verdünnte Sekundärantikörper 1 Stunde bei 

Raumtemperatur inkubiert und anschließend wieder dreimal mit TBST gewaschen. Nun 

konnten die gebundenen Antikörper mittels des ECL-Kits (ImmobilonTM Western,    
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Millipore) mit dem HyperfilmTM ECL (GE Healthcare) oder mithilfe eines            

Chemilumineszensdetektors (Fusion SL, Peqlab) sichtbar gemacht werden.

Reblotting

Um auf derselben PVDF-Membran einen weiteren Nachweis mittels eines anderen    

Antikörpers durchführen zu können, müssen zunächst einmal die bereits gebundenen 

Antikörper entfernt werden. Dies erfolgte durch eine kurze Spülung mit TBST und    

anschließender 30-minütiger Inkubation mit einer Stripping-Lösung (Millipore) bei 

Raumtemperatur. Danach wurde die Membran zweimal für 5 Minuten mit 5-prozentiger 

Milchpulver-TBST-Lösung blockiert und anschließend eine erneute Inkubation mit  

Primär- und Sekundärantikörpern, wie oben beschrieben, durchgeführt.

2.2.5 Statistische Analysen und Auswertungen

Alle Versuche wurden mindestens dreimal unabhängig voneinander durchgeführt und so 

eine Standardabweichung bestimmt. Zur Untersuchung von Signifikanzen wurde der 

zweiseitige Student-T-Test angewandt. Die Grenzen für die statistische Signifikanz 

wurden bei 5 % (*p  kleiner 0,05), 1 % (** p  kleiner 0,01) und 0,1 % (*** p kleiner 

0,001) gesetzt.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Transkription von Stammzellmarkern und Chemokinrezeptoren

Es wurde die Expression von embryonalen und neuralen Stammzellmarkern und    

Chemokinrezeptoren in den Mammakarzinom-Zelllinien MCF7 und MDA, den     

kleinzelligen Lungenkarzinom-Zelllinien OH1, OH3 und SW2, den Melanom-Zelllinien 

MelJuso, Mel6 und Lox, und den Neuroblastom-Zelllinien SKNSH, LAN1, IMR32 und 

SHSY5Y auf mRNA-Ebene untersucht. Von den Linien SW2, MelJuso und Mel6 war 

schon cDNA aus früheren Versuchen in der Arbeitsgruppe vorhanden, aus den anderen 

Linien wurde nach Kultivierung RNA isoliert und cDNA hergestellt, die dann in der  

Realtime-PCR verwendet werden konnte. Die ermittelten CT-Werte wurden in Bezug zu 

dem mitgemessenen Haushaltsgen Glycerinaldehyd-3-Phosphatdehydrogenase 

(GAPDH) ausgewertet, sodass ein ΔCT-Wert ermittelt werden konnte. Ein  ΔCT-Wert-

Unterschied von 3,33 entspricht einem zehnfachen Expressionsunterschied. Dabei gilt: 

Je höher der ΔCT-Wert ist, desto geringer ist die Expression. In den folgenden           

Abbildungen sind auf der linken Ordinate die ΔCT-Werte aufgezeichnet  und auf der 

rechten Ordinate ist die relative Genexpression im Vergleich zur GAPDH logarithmisch 

dargestellt.

In die statistischen Berechnungen wurden pro Probe drei Versuche aufgenommen. Die 

teilweise zusätzlich durchgeführten Realtime-PCRs wurden aufgrund einer nicht      

vorhandenen oder zu geringen Expression der GAPDH verworfen.

3.1.1 Transkription von embryonalen Stammzellmarkern

Zunächst wurde das Vorhandensein der embryonalen Stammzellmarker Nanog, Oct4, 

Klf4 und cMyc in den oben genannten Zelllinien überprüft (siehe Abb. 6). 

Nanog konnte mit  Ausnahme der MDA-Zellen in allen Zelllinien nachgewiesen werden. 

Besonders hoch war hier die Expression in den Lungenkarzinom-Zelllinien.

Oct4 war in allen Zelllinien annähernd gleich stark exprimiert.  

Das gleiche galt für Klf4, mit Ausnahme der LAN1-Zellen, in denen es komplett fehlte. 
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cMyc dagegen konnte wieder in allen Zelllinien nachgewiesen werden. Dabei wurden 

deutlich höhere Expressionen als bei den anderen drei embryonalen Stammzellmarkern 

erreicht, vor allem bei den Mammakarzinom- und Melanom-Zelllinien.
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Abb. 6: Transkription von embryonalen Stammzellmarkern in humanen Tumorzelllinien. 
Die mRNA-Expression von Nanog, Oct4, Klf4 und cMyc wurde in verschiedenen Mammakar-
zinom-, Lungenkarzinom-, Melanom- und Neuroblastom-Zelllinien mittels dreimalig durchge-
führter Realtime-PCR untersucht. Als Referenzgen wurde die GAPDH verwendet.

3.1.2 Transkription von neuralen Stammzellmarkern

Als nächstes wurde das Vorhandensein der neuralen Stammzellmarker Sox2, Musashi 

und CD133 in den verwendeten Zelllinien untersucht (siehe Abb. 7).

Sox2 konnte nur in den Lungenkarzinom-Zelllinien, den Melanom-Zelllinien mit     

Ausnahme von Mel6 und in den Neuroblastom-Zelllinien mit Ausnahme von SHNSH 

und auch nur in geringerer Expression im Vergleich zu den anderen Stammzellmarkern 

detektiert werden. In den Mammakarzinom-Zelllinien fehlte es komplett.

Musashi wurde in allen Zelllinien bis auf den MDA- und den Lox-Zellen exprimiert. 

Eine besonders hohe Expression wurde dabei bei allen Lungenkarzinom-Zelllinien und 

den SHSY5Y-Zellen erreicht. 
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CD133 wurde stark in allen Lungenkarzinom-Zelllinien exprimiert. In der Melanom-

Zelllinie Mel Juso und in den Neuroblastom-Zelllinien LAN1, IMR32 und SHSY5Y 

war die Expression deutlich geringer. In den übrigen Zelllinien fehlte es komplett. 
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Abb. 7: Transkription von neuralen Stammzellmarkern in humanen Tumorzelllinien. Die 
mRNA-Expression von Sox2, Musashi und CD133 wurde in verschiedenen Mammakarzinom-, 
Lungenkarzinom-, Melanom- und Neuroblastom-Zelllinien mittels dreimalig durchgeführter 
Realtime-PCR untersucht. Als Referenzgen wurde die GAPDH verwendet.

3.1.3 Transkription von Chemokinrezeptoren

Zuletzt wurde noch die Expression der Chemokinrezeptoren CXCR4, CXCR7, CXCR3 

und CXCR6 in den verwendeten Zelllinien bestimmt (siehe Abb. 8).

CXCR4 war mit Ausnahme der Lox-Zellen in allen Zelllinien in annähernd gleicher 

Menge vorhanden.

CXCR7 dagegen konnte nur in der Mammakarzinom-Zelllinie MCF7, der Melanom-

Zelllinie Mel6 und in allen Neuroblastom-Zelllinien detektiert werden, in allen anderen 

fehlte dieser Rezeptor.

CXCR3 und CXCR6 waren in keiner der untersuchten Zelllinien vorhanden.
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Abb. 8: Transkription von Chemokinrezeptoren in humanen Tumorzelllinien. Die mRNA-
Expression von CXCR4, CXCR7 und CXCR6 wurde in verschiedenen Mammakarzinom-, 
Lungenkarzinom-, Melanom- und Neuroblastom-Zelllinien mittels dreimalig durchgeführter 
Realtime-PCR untersucht. Als Referenzgen wurde die GAPDH verwendet.

3.2 Immunzytochemischer Nachweis von Stammzellmarkern und 
  Chemokinrezeptoren

Mittels der Immunzytochemie wurde die Expression der Stammzellmarker Nanog, 

Oct4, Sox2 und Musashi und der Chemokinrezeptoren CXCR4 und CXCR7 auf         

Proteinebene untersucht und deren Homogenität über alle Zellen einer Zelllinie über-

prüft. Stellvertretend für alle untersuchten Zelllinien wurden die Mammakarzinom- 

Zelllinie MCF7, die Lungenkarzinom-Zelllinie OH3, die Melanomzelllinie Lox und die 

Neuroblastomzelllinien SKNSH, LAN1 und SHSY5Y eingesetzt. Es wurden jeweils 

Einzelfärbungen durchgeführt. Auf den Abbildungen sind die Zellkerne blau markiert 

und die nachzuweisenden Stammzellmarker oder Chemokinrezeptoren rot (siehe Abb. 

9).
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Abb. 9: Immunzytochemischer Nachweis von Stammzellmarkern und Chemokinrezepto-
ren in humanen Tumorzelllinien. Es wurde die Expression von den Stammzellmarkern Nanog, 
Oct4, Sox2 und Musashi in der Mammakarzinom-Zelllinie MCF7, der Lungenkarzinom-Zellli-
nie OH3, der Melanom-Zelllinie Lox und den Neuroblastom-Zelllinien SHSY5Y, LAN1 und 
SKNSH mittels immunzytochemischer Färbungen auf Proteinebene untersucht. Die Zellkerne 
sind dabei mit DAPI blau gefärbt, die nachzuweisenden Stammzellmarker und Chemokinrezep-
toren rot. Die Expression ist über alle Zellen der jeweiligen Zelllinie homogen.

Zusammenfassung 3.1 und 3.2:

Die Expression der embryonalen Stammzellmarker zeigte in der Realtime-PCR und der 

Immunzytochemie mit wenigen Ausnahmen eine sehr homogene Verteilung über alle 

untersuchten Zelllinien: Nanog wurde insgesamt mittelstark und etwas stärker in den 

Lungenkarzinom-Zelllinien exprimiert, Oct4 und Klf4 mittelstark in allen Zelllinien und 

cMyc insgesamt sehr stark und besonders stark in den Mammakarzinom- und Melanom-

Zelllinien.

Die Expression der neuralen Stammzellmarker dagegen zeigte  sowohl in der Realtime-

PCR wie auch in der Immunzytochemie deutliche Unterschiede über alle untersuchten 

Zelllinien: Sox2 konnte mit wenigen Ausnahmen nur in den Lungenkarzinom- und den 

Neuroblastom-Zelllinien und auch nur in geringerer Expression detektiert werden. Die 
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Expression von Musashi und CD133 war zwar höher, aber auch v.a. auf die             

Lungenkarzinom- und Neuroblastom-Zelllinien beschränkt.

Die Expression der Chemokinrezeptoren war mit Ausnahme von CXCR7 in der         

Realtime-PCR und der Immunzytochemie wieder sehr homogen über alle untersuchten 

Zelllinien: CXCR4 wurde mittelstark in allen Zelllinien mit Ausnahme der Lox-Zellen 

exprimiert, in denen er fehlte. CXCR7 wurde mittelstark in allen Neuroblastom-       

Zelllinien und den MCF7- und Mel6-Zellen exprimiert. In den übrigen Zelllinien fehlte 

er komplett. Und CXCR3 und CXCR6 konnten in keiner der untersuchten Zelllinien   

detektiert werden.

3.3 Einfluss der Chemokine CXCL11 und CXCL12 auf die  
    Transkription und Expression von Stammzellmarkern und  

   Chemokinrezeptoren

Das Chemokin CXCL11 ist ein Ligand des Chemokinrezeptors CXCR7, das Chemokin 

CXCL12 bindet dagegen sowohl an den CXCR4- als auch an den CXCR7-Rezeptor. 

Um den Einfluss der beiden Chemokine CXCL11 und CXCL12 auf die Expression von 

Stammzellmarkern und die Chemokinrezeptoren CXCR4 und CXCR7 zu untersuchen, 

wurden exemplarisch einzelne Tumorzelllinien eingesetzt, bei denen entweder einer  

oder sogar beide Rezeptoren in den vorherigen Versuchen detektiert  werden konnten. 

Verwendet wurden die Mammakarzinom-Zelllinie MCF7 (CXCR4 und CXCR7), die 

Lungenkarzinom-Zelllinie OH3 (CXCR4) und die Neuroblastom-Zelllinie SKNSH 

(CXCR4 und CXCR7). 

Jeweils drei kleine Kulturflaschen der jeweiligen Zelllinie wurden für zwei Tage kulti-

viert. Anschließend wurde eine Flasche als Kontrolle nach kurzem Spülen mit warmem 

PBS erneut mit dem Standard-Nährmedium (DMEM  mit 10 % FKS, 3 % L-Glutamin 

und 1 % Penicillin/Steptomycin) versehen, zu den anderen beiden Flaschen wurde nach 

einmaliger Spülung mit warmem PBS das Stimulationsmedium (DMEM  mit 0,5 % 

FKS) und zusätzlich jeweils einer der beiden Chemokine CXCL11 oder CXCL12 in   

einer Konzentration von 10 nM gegeben. Anschließend wurden die drei Kulturflaschen 
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für 24 Stunden bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Nach Ablauf der 24 Stunden wurde 

aus den Proben die RNA mittels der TRIzol®-Standardmethode isoliert, cDNA         

hergestellt und anschließend eine quantitative Realtime-PCR durchgeführt.

Für jede Zelllinie wurde der komplette Versuch mindestens dreimal durchgeführt, wobei 

jeweils drei Versuche für die statistischen Berechnungen verwendet wurden. Die     

teilweise zusätzlichen durchgeführten Versuche wurden aufgrund einer fehlenden oder 

zu geringen Expression der GAPDH verworfen.

Die Auswertung erfolgte nach der ΔΔCT-Methode, bei welcher die Differenz der ΔCT-

Werte einer stimulierten Probe und der unstimulierten Kontrolle linearisiert wurden. 

Teilweise wurden zusätzlich Western Blots durchgeführt.

Bei den MCF7-Zellen konnte für Klf4 und die beiden Chemokinrezeptoren CXCR4 und 

CXCR7 keine oder nur eine geringe Regulation durch die Chemokine CXCL11 und 

CXCL12 gezeigt  werden. Die Expression von Nanog wurde bei der Stimulation mit 

CXCL12 ebenfalls nicht  geändert, aber durch CXCL11 konnte sie im Mittel auf das    

13-fache gesteigert werden, allerdings ohne Erreichen einer statistischen Signifikanz. 

Ähnliches galt  für Musashi, bei dem die Stimulation mit CXCL11 kaum eine             

Expressionsänderung zeigte, aber CXCL12 diese im Mittel auf das 27-fache ohne      

statistische Signifikanz erhöhte. Die Expressionserhöhung von Oct4 durch CXCL12 im 

Mittel auf das 2-fache war dagegen auf dem 5 %-Niveau statistisch signifikant (p-Wert 

0,049). Durch die Stimulation mit CXCL11 verringerte sich die Expression von Oct4 

ohne statistische Signifikanz im Mittel auf 0,35. Die Expression von cMyc konnte durch 

CXCL12 im Mittel auf das 8-fache ohne statistische Signifikanz gesteigert werden. Die 

Expressionserhöhung von cMyc durch CXCL11 im Mittel auf das 10-fache erreichte da-

gegen auf dem 5 %-Niveau wieder statistische Signifikanz (p-Wert 0,008). Sox2 und 

CD133, die in der Kontrolle nicht detektiert werden konnten, zeigten bei der            

Stimulation mit CXCL11 eine geringgradige Expression. Diese Expressionssteigerung 

war allerdings durch die fehlende Expression in der Kontrolle nicht quantifizierbar. Bei 

der Stimulation mit CXCL12 konnten Sox2 und CD133 nicht  detektiert werden (siehe 

Abb. 10).
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Delta-Delta-CT
MCF7+/ MCF7+CXCL12 MCF7+CXCL11 Delta-CT

Nanog 1 1 32 MCF7+/ MCF7+CXCL12 MCF7+CXCL11
1 1 6,50 Nanog 15,8 15,9 10,1
1 1 1 15,1 15,8 12,8

KLF4 1 3,73 1 15,4 13,0
1 0,47 0,12 Oct4 3,3 1,7 6,4
1 0,44 0,71 4,1 3,0 8,5

Oct4 1 3,03 0,12 6,6 5,9 6,8
1 2,14 0,05 KLF4 5,7 3,8 5,7
1 1,62 0,87 2,0 3,1 5,1

cMyc 1 3,25 8 6,9 8,1 7,4
1 0,87 13,93 cMyc 5,4 3,7 2,4
1 4 8 4,2 4,4 0,3

Sox2 8,0 6 5,0
Sox2

Musashi 1 16 0,76
1 64 3,73 Musashi 6,8 2,8 7,2
1 1 0,33 10,5 3,0 7,1

CD133 10,1 9,5 11,1
CD133

CXCR4 1 4,92 2,83
1 1,87 0,57 CXCR4 7,1 4,8 5,6
1 0,25 0,47 4,0 3,1 4,8

CXCR7 1 4,92 3,48 11,9 11,0
1 2,14 0,10 CXCR7 -1,1 -3,4 0,7
1 0,16 0,44 -2,0 -3,1 1,3

1,8 4,4 3,0
Mittelwerte

P-Werte
Kontrolle MCF7+CXCL12 MCF7+CXCL11

Nanog 1 1 13,17 CXCL12 CXCL11
Oct4 1 2,26 0,35 Nanog 0,6307910768048 0,2558388000948
KLF4 1 1,55 0,61 Oct4 0,0489277939304 0,1746156435568
cMyc 1 8,12 9,98 KLF4 0,9076977692012 0,3380831817824
Sox2 cMyc 0,2323896892136 0,0081634018658
Musashi 1 27 1,61 Sox2
CD133 Musashi 0,1801648687805 0,6762380458809
CXCR4 1 2,35 1,29 CD133
CXCR7 1 2,41 1,34 CXCR4 0,2625486414517 0,8119165215095

CXCR7 0,8731596015588 0,0782023092571
StandardabweichungStandardabweichung

MCF7+CXCL12 MCF7+CXCL11
Nanog 0,023 16,540354691884
Oct4 0,7130451131123 0,454569393309
KLF4 1,4867526133602 0,3406366588219
cMyc 1,6342072491986 3,4236870962945
Sox2
Musashi 32,908965343809 1,8513868675491
CD133
CXCR4 2,3712092554925 1,3346160496562
CXCR7 2,3911782311934 1,8610749581895

Standardfehler
Kontrolle MCF7+CXCL12 MCF7+CXCL11

Nanog 0,013 0,013 9,549
Oct4 0,144 0,412 0,263
KLF4 0,173 1,092 0,259
cMyc 0,115 0,943 1,977
Sox2
Musashi 0,149 19,0 1,069
CD133
CXCR4 0,110 1,369 0,771
CXCR7 0,104 1,380 1,074

Kontrolle MCF7+CXCL12 MCf7+CXCL12 MCF7+CXCL12 MCF7+CXCL11 MCF7+CXCL11 MCF7+CXCL11
Nanog 1 1 1 1 32 6,5 1
Oct4 1 3,03 2,14 1,62 0,12 0,05 0,87
KLF4 1 3,73 0,47 0,44 1 0,12 0,71
cMyc 1 3,25 0,87 4 8 13,93 8
Sox2
Musashi 1 16 64 1 0,76 3,73 0,33
CD133
CXCR4 1 4,92 1,87 0,25 2,83 0,57 0,47
CXCR7 1 4,92 2,14 0,16 3,48 0,10 0,44

Standardabweichung KontrolleStandardabweichung Kontrolle

Kontrolle
Nanog 0,023
Oct4 0,25
KLF4 0,30
cMyc 0,20
Sox2
Musashi 0,24
CD133
CXCR4 0,19
CXCR7 0,18
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Abb. 10: Regulation der Transkription und Expression von Stammzellmarkern und Che-
mokinrezeptoren in der Mammakarzinom-Zelllinie MCF7 durch die Chemokine CXCL12 
und CXCL11. Die MCF7-Zellen wurden für 24 Stunden mit CXCL12 oder CXCL11 in einer 
Konzentration von 10 nM in DMEM mit 0,5 % FKS stimuliert. Die Transkription wurde mittels 
Realtime-PCR untersucht, wobei die GAPDH als Referenzgen diente. Die Auswertung erfolgte 
nach der ΔΔCT-Methode in Bezug auf den unstimulierten Kontrollwert. ∗ p < 0,05. Der ganze 
Versuch wurde dreimal durchgeführt. Zusätzlich wurde beispielhaft die Expression von Klf4 
und Musashi auf Proteinebene mittels Western Blot überprüft.

Bei den OH3-Zellen konnte durch die Stimulation mit CXCL12 eine deutliche           

Expressionserhöhung aller Stammzellmarker und vom Rezeptor CXCR4 gezeigt      

werden, allerdings erreichte diese mit Ausnahme von cMyc, dessen Erhöhung im Mittel 

auf das 7-fache auf dem 5 %-Niveau statistisch signifikant war (p-Wert 0,046), keine 

statistische Signifikanz: Nanog wurde im Mittel auf das 5-fache gesteigert, Klf4 auf das 

10-fache, Oct4 auf das 12-fache, Sox2 auf das 25-fache, Musashi auf das 4-fache, 

CD133 auf das 16-fache und CXCR4 auf das 12-fache. Der Chemokinrezeptor CXCR7, 
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welcher in der Kontrolle nicht exprimiert wurde, konnte auch nach erfolgter Stimulation 

mit CXCL12 nicht detektiert werden. 

Bei der Stimulation mit CXCL11 fand meist  kaum eine Regulation statt (Nanog, Klf4, 

Sox2, Musashi und CD133). Die Expression von Oct4 und cMyc wurde im Mittel auf 

das 4-fache und die von CXCR4 auf das 12-fache gesteigert, allerdings jeweils ohne  

Erreichen einer statistischen Signifikanz. Der in der Kontrolle nicht exprimierte     

Chemokinrezeptor CXCR7 war auch in den mit CXCL11 stimulierten Proben nicht   

vorhanden (siehe Abb. 11).

Kontrolle OH3+CXCL12 OH3+CXCL11 Delta-CT
Nanog 1 1,62 1,74 OH3+/ OH3+CXCL12 OH3+CXCL11

1 1,32 1,07 Nanog 6,0 5,3 5,2
1 13,0 2,83 3,6 3,2 3,5

Oct4 1 5,28 6,06 4,1 0,4 2,6
1 2,56 1,74 Oct4 12,0 9,6 9,4
1 27,86 3,03 8,2 6,9 7,4

KLF4 1 2,46 2,30 6,5 1,7 4,9
1 3,03 2,64 KLF4 6,6 4,7 4,8
1 25,99 1 5,4 3,8 4,0

cMyc 1 8 8,57 7,9 3,2
1 13,0 1,87 cMyc 11,4 8,2 7,9
1 1 1 9,6 5,9 8,7

Sox2 1 3,73 2,30
1 1,74 0,93 Sox2 12,0 10,1 10,8
1 68,59 1 9,9 9,1 10,0

Musashi 1 3,03 4 12,0 5,9
1 1,74 1,62 Musashi 7,0 5,4 5,0
1 8 0,41 6,0 5,2 5,3

CD133 1 1,23 1 5,5 2,5 6,8
1 1,32 0,62 CD133 4,0 3,7 4,0
1 45,25 1 1,2 0,8 1,9

CXCR4 1 24,25 34,3 2,9 -2,6 2,9
1 1,07 0,66 CXCR4 11,0 6,4 5,9
1 9,85 0,57 3,6 3,5 4,2

CXCR7 5,0 8,3 5,8
CXCR7

Kontrolle OH3+CXCL12 OH3+CXCL12 OH3+CXCL12 OH3+CXCL11 OH3+CXCL11 OH3+CXCL11
Nanog 1 1,62 1,32 13,0 1,74 1,07 2,83
Oct4 1 5,28 2,56 27,86 6,06 1,74 3,03
KLF4 1 2,46 3,03 25,99 2,30 2,64 1
cMyc 1 8 13,0 1 8,57 1,87 1
Sox2 1 3,73 1,74 68,59 2,30 0,93 1
Musashi 1 3,03 1,74 8 4 1,62 0,41
CD133 1 1,23 1,32 45,25 1 0,62 1
CXCR4 1 24,25 1,07 9,85 34,3 0,66 0,57
CXCR7

StandardabweichungStandardabweichung
p-Werte

OH3+CXCL12 OH3+CXCL11
Nanog 6,6585383781528 0,8883130078976 CXCL12 CXCL11
Oct4 13,423532818649 0,8655634003353 Nanog 0,2681770340058 0,186323795655
KLF4 12,079615060092 3,9824489952792 Oct4 0,1112500564118 0,0852978334192
cMyc 6,0277137733417 4,1422980739359 KLF4 0,1094318763169 0,0791668483211
Sox2 38,034419061336 0,7715568676384 cMyc 0,0460513749012 0,3397691874721
Musashi 3,3053643268683 1,8264993840678 Sox2 0,2109447824415 0,5529293521192
CD133 25,389017967092 0,2193931022921 Musashi 0,1074075333752 0,6748579266639
CXCR4 11,70299676721 19,448095879374 CD133 0,3518416168732 0,4226497308104
CXCR7 CXCR4 0,8572468667255 0,588964999435

CXCR7
Standardfehler

Kontrolle OH3+CXCL12 OH3+CXCL11
Nanog 0,156 3,845 0,513
Oct4 0,185 7,750 0,499
KLF4 0,110 6,974 2,299
cMyc 0,075 3,480 2,391
Sox2 0,063 21,959 0,446
Musashi 0,069 1,908 1,054
CD133 0,300 14,658 0,126
CXCR4 0,346 6,757 11,228
CXCR7

Mittelwert

Kontrolle OH3+CXCL12 OH3+CXCL11
Nanog 1 5,3133333333333 1,88
Oct4 1 11,116666666667 2,6566666666667
KLF4 1 10,493333333333 1,98
cMyc 1 7,3333333333333 3,8133333333333
Sox2 1 24,686666666667 1,41
Musashi 1 4,2566666666667 2,01
CD133 1 15,933333333333 0,8733333333333
CXCR4 1 11,723333333333 11,843333333333
CXCR7

Standardabweichung fürs DiagrammStandardabweichung fürs Diagramm

Kontrolle
Nanog 0,27
Oct4 0,32
KLF4 0,19
cMyc 0,13
Sox2 0,11
Musashi 0,12
CD133 0,52
CXCR4 0,60
CXCR7
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Abb. 11: Regulation der Transkription und Expression von Stammzellmarkern und Che-
mokinrezeptoren in der Lungenkarzinom-Zelllinie OH3 durch die Chemokine CXCL12 
und CXCL11. Die OH3-Zellen wurden für 24 Stunden mit CXCL12 oder CXCL11 in einer 
Konzentration von 10 nM in DMEM mit 0,5 % FKS stimuliert. Die Transkription wurde mittels 
Realtime-PCR untersucht, wobei die GAPDH als Referenzgen diente. Die Auswertung erfolgte 
nach der ΔΔCT-Methode in Bezug auf den unstimulierten Kontrollwert. ∗ p < 0,05. Der ganze 
Versuch wurde dreimal durchgeführt. Zusätzlich wurde beispielhaft die Expression von Nanog 
und Musashi auf Proteinebene mittels Western Blot überprüft.
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Bei dem SKNSH-Zellen konnte ebenfalls meist keine oder nur eine geringe Regulation 

durch die Chemokine CXCL12 und CXCL11 festgestellt werden (Klf4, Oct4, cMyc,  

Musashi und CXCR7). Die Expression von Nanog wurde durch CXCL11 im Mittel auf 

das 32-fache ohne statistische Signifikanz gesteigert. Durch CXCL12 änderte sich die     

Expression von Nanog kaum. Die Expression von CXCR4 erhöhte sich durch           

Stimulation mit CXCL12 ohne statistische Signifikanz im Mittel auf das 6-fache. Durch 

CXCL11 wurde die Expression allenfalls geringfügig erhöht. Sox2 und CD133, welche 

in der Kontrolle nicht detektiert werden konnten, wurden auch nach der Stimulation mit 

CXCL12 oder CXCL11 nicht exprimiert (siehe Abb. 12).

SKNSH+CXCL12 SKNSH+CXCL11 Delta-CT
Nanog 4 10,55 SKNSH+/ SKNSH+CXCL12 SKNSH+CXCL11

1,15 84,45 Nanog 11,4 9,4 8,0
0,31 0,31 9,9 9,7 3,5

KLF4 3,25 1,32 11,7 13,4 13,4
0,93 3,48 Oct4 9,0 6,3 7,4
1,23 2,83 9,5 9,4

Oct4 6,50 3,03 13,2 14,0 15,1
1,07 1 KLF4 6,7 5,0 6,3
0,57 0,27 5,9 6,0 4,1

cMyc 1,23 2,46 13,2 12,9 11,9
1,62 1 cMyc 11,2 9,8 8,8

1 1 11,5 10,8
Sox2 11,2 12,7 12,9

Sox2

Musashi 0,93 4,29
1,32 1 Musashi 10,9 11,0 8,8

2 2 8,6 8,2
CD133 13,2 14,2 12,4

CD133

CXCR4 16 3,03
0,76 1 CXCR4 10,5 6,5 8,9
0,76 0,25 0,1 9,7

CXCR7 5,66 1,15 11,7 12,1 17,0
1,07 1 CXCR7 10,6 8,1 10,4

1 0,35 10,8 10,7
12,1 12,1 13,6

Kontrolle SKNSH+CXCL12 SKNSH+CXCL12 SKNSH+CXCL12 SKNSH+CXCL11 SKNSH+CXCL11 SKNSH+CXCL11
Nanog 1 4 1,15 0,31 10,55 84,45 0,31
Oct4 1 6,5 1,07 0,57 3,03 1 0,27
KLF4 1 3,25 0,93 1,23 1,32 3,48 2,83
cMyc 1 1,23 1,62 1 2,46 1 1
Sox2
Musashi 1 0,93 1,32 2 4,29 1 2
CD133
CXCR4 1 16 0,76 0,76 3,03 1 0,25
CXCR7 1 5,66 1,07 1 1,15 1 0,35

StandardabweichungStandardabweichung

SKNSH+CXCL12 SKNSH+CXCL11 P-Werte
Nanog 1,9340889328053 45,908617927357 CXCL12 CXCL11
Oct4 3,2888650524662 1,4301165453673 Nanog 0,8903413841734 0,7160003869797
KLF4 3,1328315201002 0,332916405924 Oct4 0,5902121127821 0,9455656394024
cMyc 0,3134219732778 0,8429313930169 KLF4 0,3656084648705 0,1043289732937
Sox2 cMyc 0,8402129076126 0,8923468159959
Musashi 0,5415102338214 1,6866238466238 SOx2
CD133 Musashi 0,6263676411215 0,2682837995602
CXCR4 8,7988181024499 1,4382744290758 CD133
CXCR7 2,6704743648523 0,4252450274058 CXCR4 0,6671593991361 0,6866485753478

CXCR7 0,4000354998077 0,5843849263177
Standardfehler

Kontrolle SKNSH+CXCL12 SKNSH+CXCL11
Nanog 0,052 1,117 26,506
Oct4 0,127 1,899 0,826
KLF4 0,271 1,809 0,192
cMyc 0,040 0,181 0,487
Sox2
Musashi 0,121 0,313 0,974
CD133
CXCR4 0,040 5,080 0,830
CXCR7 0,040 1,54 0,245

Mittelwerte

Kontrolle SKNSH+CXCL12 SKNSH+CXCL11
Nanog 1 1,82 31,77
Oct4 1 2,7133333333333 1,4333333333333
KLF4 1 2,8866666666667 3,1133333333333
cMyc 1 1,2833333333333 1,4866666666667
Sox2
Musashi 1 1,4166666666667 2,43
CD133
CXCR4 1 5,84 1,4266666666667
CXCR7 1 2,5766666666667 0,8333333333333

Standardabweichung fürs DiagrammStandardabweichung fürs Diagramm

Kontrolle
Nanog 0,09
Oct4 0,22
KLF4 0,47
cMyc 0,07
Sox2
Musashi 0,21
CD133
CXCR4 0,07
CXCR7 0,07
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Abb. 12: Regulation der Transkription von Stammzellmarkern und Chemokinrezeptoren 
in der Neuroblastom-Zelllinie SKNSH durch die Chemokine CXCL12 und CXCL11. Die 
SKNSH-Zellen wurden für 24 Stunden mit CXCL12 oder CXCL11 in einer Konzentration von 
10 nM in DMEM mit 0,5 % FKS stimuliert. Die Transkription wurde mittels Realtime-PCR un-
tersucht, wobei die GAPDH als Referenzgen diente. Die Auswertung erfolgte nach der ΔΔCT-
Methode in Bezug auf den unstimulierten Kontrollwert. Der ganze Versuch wurde dreimal 
durchgeführt.
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3.4 Einfluss des neuralen Stammzellmediums auf die Transkrip-
      tion von Stammzellmarkern und Chemokinrezeptoren

Um den Einfluss des Neural Stem Cell Medium (NSC) auf die Expression von    

Stammzellmarkern und Chemokinrezeptoren zu bestimmen, wurden exemplarisch für 

alle untersuchten Zelllinien die Mammakarzinom-Zelllinie MCF7, die Lungenkarzi-

nom-Zelllinie OH3, die Melanom-Zelllinie Lox und die Neuroblastom-Zelllinie 

SKNSH  eingesetzt. 

Je zwei kleine Kulturflaschen der jeweiligen Zelllinie wurden für einen Tag kultiviert. 

Nach kurzem Spülen mit warmem PBS wurde zu der einen Kulturflasche als Kontrolle 

erneut das Standard-Nährmedium (DMEM mit 10 % FKS, 3 % L-Glutamin und 1 % 

Penicillin/Steptomycin) gegeben und zu der anderen das Neural Stem Cell Medium 

(NSC) hinzugefügt. Dabei wurden die Faktoren bFGF und EGF erst direkt in die      

Kulturflasche gegeben. Anschließend wurden die Kulturflaschen bei 37 °C im         

Brutschrank für insgesamt 10 Tage kultiviert. Alle zwei Tage wurde das Nährmedium 

gewechselt. Nach Ablauf der 10 Tage wurde aus den Proben die RNA mittels der     

TRIzol®-Standardmethode isoliert, cDNA hergestellt und anschließend eine           

quantitative Realtime-PCR durchgeführt.

Für jede Zelllinie wurde der komplette Versuch dreimal durchgeführt. 

Die Auswertung erfolgte ebenfalls nach der ΔΔCT-Methode, bei welcher die Differenz 

der ΔCT-Werte der Probe im NSC-Medium und der Kontrolle im Standard-Nährmedium 

linearisiert wurden.

Bei den MCF7-Zellen konnte für Nanog, Oct4 und CXCR4 eine deutliche                  

Expressionserhöhung gezeigt werden, die jedoch mit Ausnahme von CXCR4, dessen 

Erhöhung im Mittel auf das 4-fache auf dem 5 %-Niveau statistisch signifikant war (p-

Wert 0,016), keine statistische Signifikanz erreichte. Die Expression von Klf4, Musashi 

und CXCR7 änderte sich kaum. Bei cMyc dagegen verringerte sie sich in der             

stimulierten Probe im Mittel auf 0,16 und zeigte auf dem 1 %-Niveau statistische     

Signifikanz (p-Wert 0,0059). Sox2 und CD133 konnten weder in der Kontrolle noch in 

der stimulierten Probe detektiert werden (siehe Abb. 13).
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Delta-CT
MCF7 Norm MCF7 NSC OH3 Norm OH3 NSC Lox Norm Lox NSC SKNSH Norm SKNSH NSC MCF7 Norm MCF7 NSC OH3 Norm OH3 NSC Lox Norm Lox NSC SKNSH Norm SKNSH NSC

NanogNanog 14,0 11,9 6,9 11,2 12,5 11,6 12,6 9,4
NanogNanog 1 388,02 1 0,003173 1 1,87 1 12,13 12,3 11,6 2,9 15 6,5 5,4 11,8

1 4,29 1 0,0084 1 1,87 1 9,2 13,0 4,4 12,5 11,6 10,4 6,8
1 1,62 1 0,0063 1 2,14 1 4 Oct4Oct4 9,9 10,2 9,6 9,4 8,0 6,7 12,2 7,3

Oct4Oct4 1 39,40 1 0,0292 1 2,64 1 13,0 5,6 5,7 4,6 1,6 2,3 7,3
1 0,81 1 1,15 1 2,5 1 29,9 8,6 3,3 3,3 8,4 10,5 9,1 11,0 7,3
1 0,93 1 1 1 0,62 1 1 KLF4KLF4 10,4 12,8 11,6 10,1 15,0 15,2 12,0 12,5

KLF4KLF4 1 2,83 1 3,48 1 13,93 1 2,83 6,2 8,6 7,8 5,2 15,7 16 6,3 6,5
1 0,2 1 2,83 1 0,87 1 0,71 7,2 5,7 8,1 6,8 12,7 8,9 7,7 6,2
1 0,2 1 5,28 1 0,81 1 0,87 cMyccMyc 4,8 7,4 14,6 5,9 5,3 6,1 9,7 7,1

cMyccMyc 1 0,20 1 13,93 1 1,32 1 0,47 2,5 5,5 5,5 0,5 0,5 2,9 7,1 7,7
1 0,16 1 415,87 1 0,57 1 6,06 2,2 4,5 8,6 4,4 4,8 4,4 5,3 6,4
1 0,13 1 26 1 0,2 1 0,66 Sox2Sox2 10,8 12,1 16,5 16,6

Sox2Sox2 1 1 1 1 8,9 3,4 2,0 2,3
1 0,41 1 0,93 8,5 16,5
1 45,25 1 0,81 MusashiMusashi 7,6 8 8,9 6,5 11,5 12

MusashiMusashi 1 1 0,71 1 2,46 7,7 9,2 6,0 0,6 12,0 12,1
1 0,76 1 5,28 1 0,71 7,1 5,3 5,8 9,4 7,5
1 0,35 1 97,01 1 0,93 CD133CD133 8,6 8,0

CD133CD133 1 0,35 5,3 0,5
1 1,52 9,2 10,7
1 27,86 CXCR4CXCR4 10,7 8,6 6,5 7,0 13,0 7,0

CXCR4CXCR4 1 4 1 1 1 9,85 11,2 6,2 0,4 9,9
1 4,29 1 71 1 64 7,7 5,7 3,5 7,2 9,9 6,6
1 4 1 97,01 1 1 CXCR7CXCR7 4,7 5 10,7 10,6

CXCR7CXCR7 1 4,29 1 13,0 4,0 5,3 3,7 5,8
1 0,81 1 1,07 2,0 4,1 9,2 5,5
1 0,41 1 0,23

P-Werte
MCF7 Norm MCF7 NSC MCF7 NSC MCF7 NSC OH3 Norm OH3 NSC OH3 NSC OH3 NSC MCF7 OH3 Lox SKNSH

NanogNanog 1 388,02 4,29 1,62 Nanog 1 0,003173 0,0084 0,0063 Nanog 0,2588334040842 0,2826246264491 0,0047225765709 0,0374051184826
Oct4Oct4 1 39,40 0,81 0,93 Oct4 1 0,0292 1,15 1 Oct4 0,4671709253894 0,5249526951766 0,4324956461608 0,0882607978954
KLF4KLF4 1 2,83 0,2 0,2 KLF4 1 3,48 2,83 5,28 KLF4 0,4865639691897 0,0468939120154 0,5008586645526 0,7101905775991
cMyccMyc 1 0,2 0,16 0,13 cMyc 1 13,93 415,87 26 cMyc 0,0058763313516 0,0499532615084 0,3688312557328 0,8199639891964
Sox2Sox2 Sox2 1 1 0,41 45,25 Sox2 0,647761892561 0,2951672353009
MusashiMusashi 1 0,76 1 0,35 Musashi 1 0,71 5,28 97,01 Musashi 0,3340953646874 0,2893168009437 0,6184712739256
CD133CD133 CD133 1 0,35 1,52 27,86 CD133 0,5554093807631
CXCR4CXCR4 1 4 4,29 4 CXCR4 1 1 71 97,01 CXCR4 0,0155242336366 0,8660794770795 0,1798800695225
CXCR7CXCR7 1 4,29 0,81 0,41 CXCR7 CXCR7 0,1413903362656 0,7693629529959

Lox Norm Lox NSC Lox NSC Lox NSC SKNSH Norm SKNSH NSC SKNSH NSC SKNSH NSC
NanogNanog 1 1,87 1,87 2,14 Nanog 1 12,13 9,2 4
Oct4Oct4 1 2,64 2,5 0,62 Oct4 1 13,0 29,9 1
KLF4KLF4 1 13,93 0,87 0,81 KLF4 1 2,83 0,71 0,87
cMyccMyc 1 1,32 0,57 0,2 cMyc 1 0,47 6,06 0,66
Sox2Sox2 1 0,93 0,81 1 Sox2
MusashiMusashi Musashi 1 2,46 0,71 0,93
CD133CD133 CD133
CXCR4CXCR4 CXCR4 1 9,85 64 1
CXCR7CXCR7 CXCR7 1 13,0 1,07 0,23

Mittelwerte Relative ExpressionsänderungMittelwerte Relative Expressionsänderung

MCF7 Norm MCF7 NSC OH3 Norm OH3 NSC Lox Norm Lox NSC SKNSH Norm SKNSH NSC
NanogNanog 1 131,31 1 0,0059576666667 1 1,96 1 8,4433333333333
Oct4Oct4 1 13,713333333333 1 0,7264 1 1,92 1 14,633333333333
KLF4KLF4 1 1,0766666666667 1 3,8633333333333 1 5,2033333333333 1 1,47
cMyccMyc 1 0,1633333333333 1 151,93333333333 1 0,6966666666667 1 2,3966666666667
Sox2Sox2 1 15,553333333333 1 0,9133333333333
MusashiMusashi 1 0,555 1 34,333333333333 1 1,3666666666667
CD133CD133 1 9,91
CXCR4CXCR4 1 4,0966666666667 1 56,336666666667 1 36,925
CXCR7CXCR7 1 1,8366666666667 1 4,7666666666667

StandardabweichungStandardabweichung

MCF7 Norm MCF7 NSC OH3 Norm OH3 NSC Lox Norm Lox NSC SKNSH Norm SKNSH NSC
NanogNanog 222,32138965921 0,0026302616473 0,1558845726812 4,1174790021727
Oct4Oct4 22,245386787677 0,6084331351924 1,1280070921763 14,519067922334
KLF4KLF4 1,5184312079687 1,2691860908997 7,5575745668391 1,1805083650699
cMyccMyc 0,0351188458428 228,6555143296 0,5706429122782 3,1739617725066
Sox2Sox2 25,719759589338 0,0960902353693
MusashiMusashi 0,2899137802865 54,327659928745 0,9532226042921
CD133CD133 15,556159551766
CXCR4CXCR4 0,167431578065 49,656218475971 34,106560952403
CXCR7CXCR7 2,1340415491113 7,1426349013045

StandardfehlerStandardfehler

MCF7 Norm MCF7 NSC OH3 Norm OH3 NSC Lox Norm Lox NSC SKNSH Norm SKNSH NSC
NanogNanog
Oct4Oct4
KLF4KLF4
cMyccMyc
Sox2Sox2
MusashiMusashi
CD133CD133
CXCR4CXCR4
CXCR7CXCR7

Standardabweichung DiagrammStandardabweichung Diagramm
MCF7 Norm OH3 Norm Lox Norm SKNSH Norm

Nanog 0,065 0,58 0,024 0,096
Oct4 0,27 0,57 0,19 0,25
KLF4 0,28 0,23 0,11 0,34
cMyc 0,45 0,48 0,069 0,30
Sox2 0,058 0,13 0
Musashi 0,043 0,28 0,13
CD133 0,039 0,27
CXCR4 0,19 0,31 0,16
CXCR7 0,36 0,22 0,11
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Abb. 13: Regulation der Transkription von Stammzellmarkern und Chemokinrezeptoren 
in der Mammakarzinom-Zelllinie MCF7 durch Kultivierung in neuralem Stammzellme-
dium. Die MCF-Zellen wurden für 10 Tage im NSC-Medium kultiviert, wobei die Faktoren 
bFGF und EGF erst direkt in die Kulturflasche gegeben wurden und alle zwei Tage ein Medi-
umwechsel erfolgte. Die Transkription wurde mittels Realtime-PCR untersucht, bei welcher die 
GAPDH als Referenzgen diente. Die Auswertung erfolgte nach der ΔΔCT-Methode in Bezug auf 
den unstimulierten Kontrollwert. ∗ p < 0,05; ∗∗ p < 0,01. Der ganze Versuch wurde dreimal 
durchgeführt.  

Bei den OH3-Zellen konnten fast immer deutliche Expressionserhöhungen gezeigt  

werden (Klf4, cMyc, Sox2, Musashi, CD133 und CXCR4), jedoch auch oft ohne         

Erreichen einer statistischen Signifikanz. Nur die Erhöhung von Klf4 im Mittel auf das 

4-fache und von cMyc auf das 152-fache zeigten auf dem 5 %-Niveau statistische     

Signifikanz (p-Wert Klf4 0,047, p-Wert cMyc 0,049). Die Expression von Oct4 änderte 

sich kaum, bei Nanog verringerte sie sich ohne statistische Signifikanz im Mittel auf 

0,006 und CXCR7 konnte weder in der stimulierten Probe noch in der Kontrolle     

nachgewiesen werden (siehe Abb. 14).
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Delta-CT
MCF7 Norm MCF7 NSC OH3 Norm OH3 NSC Lox Norm Lox NSC SKNSH Norm SKNSH NSC MCF7 Norm MCF7 NSC OH3 Norm OH3 NSC Lox Norm Lox NSC SKNSH Norm SKNSH NSC

NanogNanog 14,0 11,9 6,9 11,2 12,5 11,6 12,6 9,4
NanogNanog 1 388,02 1 0,003173 1 1,87 1 12,13 12,3 11,6 2,9 15 6,5 5,4 11,8

1 4,29 1 0,0084 1 1,87 1 9,2 13,0 4,4 12,5 11,6 10,4 6,8
1 1,62 1 0,0063 1 2,14 1 4 Oct4Oct4 9,9 10,2 9,6 9,4 8,0 6,7 12,2 7,3

Oct4Oct4 1 39,40 1 0,0292 1 2,64 1 13,0 5,6 5,7 4,6 1,6 2,3 7,3
1 0,81 1 1,15 1 2,5 1 29,9 8,6 3,3 3,3 8,4 10,5 9,1 11,0 7,3
1 0,93 1 1 1 0,62 1 1 KLF4KLF4 10,4 12,8 11,6 10,1 15,0 15,2 12,0 12,5

KLF4KLF4 1 2,83 1 3,48 1 13,93 1 2,83 6,2 8,6 7,8 5,2 15,7 16 6,3 6,5
1 0,2 1 2,83 1 0,87 1 0,71 7,2 5,7 8,1 6,8 12,7 8,9 7,7 6,2
1 0,2 1 5,28 1 0,81 1 0,87 cMyccMyc 4,8 7,4 14,6 5,9 5,3 6,1 9,7 7,1

cMyccMyc 1 0,20 1 13,93 1 1,32 1 0,47 2,5 5,5 5,5 0,5 0,5 2,9 7,1 7,7
1 0,16 1 415,87 1 0,57 1 6,06 2,2 4,5 8,6 4,4 4,8 4,4 5,3 6,4
1 0,13 1 26 1 0,2 1 0,66 Sox2Sox2 10,8 12,1 16,5 16,6

Sox2Sox2 1 1 1 1 8,9 3,4 2,0 2,3
1 0,41 1 0,93 8,5 16,5
1 45,25 1 0,81 MusashiMusashi 7,6 8 8,9 6,5 11,5 12

MusashiMusashi 1 1 0,71 1 2,46 7,7 9,2 6,0 0,6 12,0 12,1
1 0,76 1 5,28 1 0,71 7,1 5,3 5,8 9,4 7,5
1 0,35 1 97,01 1 0,93 CD133CD133 8,6 8,0

CD133CD133 1 0,35 5,3 0,5
1 1,52 9,2 10,7
1 27,86 CXCR4CXCR4 10,7 8,6 6,5 7,0 13,0 7,0

CXCR4CXCR4 1 4 1 1 1 9,85 11,2 6,2 0,4 9,9
1 4,29 1 71 1 64 7,7 5,7 3,5 7,2 9,9 6,6
1 4 1 97,01 1 1 CXCR7CXCR7 4,7 5 10,7 10,6

CXCR7CXCR7 1 4,29 1 13,0 4,0 5,3 3,7 5,8
1 0,81 1 1,07 2,0 4,1 9,2 5,5
1 0,41 1 0,23

P-Werte
MCF7 Norm MCF7 NSC MCF7 NSC MCF7 NSC OH3 Norm OH3 NSC OH3 NSC OH3 NSC MCF7 OH3 Lox SKNSH

NanogNanog 1 388,02 4,29 1,62 Nanog 1 0,003173 0,0084 0,0063 Nanog 0,2588334040842 0,2826246264491 0,0047225765709 0,0374051184826
Oct4Oct4 1 39,40 0,81 0,93 Oct4 1 0,0292 1,15 1 Oct4 0,4671709253894 0,5249526951766 0,4324956461608 0,0882607978954
KLF4KLF4 1 2,83 0,2 0,2 KLF4 1 3,48 2,83 5,28 KLF4 0,4865639691897 0,0468939120154 0,5008586645526 0,7101905775991
cMyccMyc 1 0,2 0,16 0,13 cMyc 1 13,93 415,87 26 cMyc 0,0058763313516 0,0499532615084 0,3688312557328 0,8199639891964
Sox2Sox2 Sox2 1 1 0,41 45,25 Sox2 0,647761892561 0,2951672353009
MusashiMusashi 1 0,76 1 0,35 Musashi 1 0,71 5,28 97,01 Musashi 0,3340953646874 0,2893168009437 0,6184712739256
CD133CD133 CD133 1 0,35 1,52 27,86 CD133 0,5554093807631
CXCR4CXCR4 1 4 4,29 4 CXCR4 1 1 71 97,01 CXCR4 0,0155242336366 0,8660794770795 0,1798800695225
CXCR7CXCR7 1 4,29 0,81 0,41 CXCR7 CXCR7 0,1413903362656 0,7693629529959

Lox Norm Lox NSC Lox NSC Lox NSC SKNSH Norm SKNSH NSC SKNSH NSC SKNSH NSC
NanogNanog 1 1,87 1,87 2,14 Nanog 1 12,13 9,2 4
Oct4Oct4 1 2,64 2,5 0,62 Oct4 1 13,0 29,9 1
KLF4KLF4 1 13,93 0,87 0,81 KLF4 1 2,83 0,71 0,87
cMyccMyc 1 1,32 0,57 0,2 cMyc 1 0,47 6,06 0,66
Sox2Sox2 1 0,93 0,81 1 Sox2
MusashiMusashi Musashi 1 2,46 0,71 0,93
CD133CD133 CD133
CXCR4CXCR4 CXCR4 1 9,85 64 1
CXCR7CXCR7 CXCR7 1 13,0 1,07 0,23

Mittelwerte Relative ExpressionsänderungMittelwerte Relative Expressionsänderung

MCF7 Norm MCF7 NSC OH3 Norm OH3 NSC Lox Norm Lox NSC SKNSH Norm SKNSH NSC
NanogNanog 1 131,31 1 0,0059576666667 1 1,96 1 8,4433333333333
Oct4Oct4 1 13,713333333333 1 0,7264 1 1,92 1 14,633333333333
KLF4KLF4 1 1,0766666666667 1 3,8633333333333 1 5,2033333333333 1 1,47
cMyccMyc 1 0,1633333333333 1 151,93333333333 1 0,6966666666667 1 2,3966666666667
Sox2Sox2 1 15,553333333333 1 0,9133333333333
MusashiMusashi 1 0,555 1 34,333333333333 1 1,3666666666667
CD133CD133 1 9,91
CXCR4CXCR4 1 4,0966666666667 1 56,336666666667 1 36,925
CXCR7CXCR7 1 1,8366666666667 1 4,7666666666667

StandardabweichungStandardabweichung

MCF7 Norm MCF7 NSC OH3 Norm OH3 NSC Lox Norm Lox NSC SKNSH Norm SKNSH NSC
NanogNanog 222,32138965921 0,0026302616473 0,1558845726812 4,1174790021727
Oct4Oct4 22,245386787677 0,6084331351924 1,1280070921763 14,519067922334
KLF4KLF4 1,5184312079687 1,2691860908997 7,5575745668391 1,1805083650699
cMyccMyc 0,0351188458428 228,6555143296 0,5706429122782 3,1739617725066
Sox2Sox2 25,719759589338 0,0960902353693
MusashiMusashi 0,2899137802865 54,327659928745 0,9532226042921
CD133CD133 15,556159551766
CXCR4CXCR4 0,167431578065 49,656218475971 34,106560952403
CXCR7CXCR7 2,1340415491113 7,1426349013045

StandardfehlerStandardfehler

MCF7 Norm MCF7 NSC OH3 Norm OH3 NSC Lox Norm Lox NSC SKNSH Norm SKNSH NSC
NanogNanog
Oct4Oct4
KLF4KLF4
cMyccMyc
Sox2Sox2
MusashiMusashi
CD133CD133
CXCR4CXCR4
CXCR7CXCR7

Standardabweichung DiagrammStandardabweichung Diagramm
MCF7 Norm OH3 Norm Lox Norm SKNSH Norm

Nanog 0,065 0,58 0,024 0,096
Oct4 0,27 0,57 0,19 0,25
KLF4 0,28 0,23 0,11 0,34
cMyc 0,45 0,48 0,069 0,30
Sox2 0,058 0,13 0
Musashi 0,043 0,28 0,13
CD133 0,039 0,27
CXCR4 0,19 0,31 0,16
CXCR7 0,36 0,22 0,11
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Abb. 14: Regulation der Transkription von Stammzellmarkern und Chemokinrezeptoren 
in der Lungenkarzinom-Zelllinie OH3 durch Kultivierung in neuralem Stammzellmedi-
um. Die OH3-Zellen wurden für 10 Tage im NSC-Medium kultiviert, wobei die Faktoren bFGF 
und EGF erst direkt in die Kulturflasche gegeben wurden und alle zwei Tage ein Mediumwech-
sel erfolgte. Die Transkription wurde mittels Realtime-PCR untersucht, bei welcher die GAPDH 
als Referenzgen diente. Die Auswertung erfolgte nach der ΔΔCT-Methode in Bezug auf den un-
stimulierten Kontrollwert. ∗ p < 0,05. Der ganze Versuch wurde dreimal durchgeführt.

Bei den Lox-Zellen änderte sich die Expression meistens kaum (Oct4, cMyc und Sox2). 

Musashi, CD133 und die beiden Chemokinrezeptoren konnten weder in der Kontrolle 

noch der stimulierten Probe detektiert  werden. Die Expression von Klf4 steigerte sich 

ohne statistische Signifikanz im Mittel auf das 5-fache. Und nur die Expressions-      

erhöhung von Nanog im Mittel auf das 2-fache erreichte auf dem 1 %-Niveau            

statistische Signifikanz (p-Wert 0,0047) (siehe Abb. 15). 
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Delta-CT
MCF7 Norm MCF7 NSC OH3 Norm OH3 NSC Lox Norm Lox NSC SKNSH Norm SKNSH NSC MCF7 Norm MCF7 NSC OH3 Norm OH3 NSC Lox Norm Lox NSC SKNSH Norm SKNSH NSC

NanogNanog 14,0 11,9 6,9 11,2 12,5 11,6 12,6 9,4
NanogNanog 1 388,02 1 0,003173 1 1,87 1 12,13 12,3 11,6 2,9 15 6,5 5,4 11,8

1 4,29 1 0,0084 1 1,87 1 9,2 13,0 4,4 12,5 11,6 10,4 6,8
1 1,62 1 0,0063 1 2,14 1 4 Oct4Oct4 9,9 10,2 9,6 9,4 8,0 6,7 12,2 7,3

Oct4Oct4 1 39,40 1 0,0292 1 2,64 1 13,0 5,6 5,7 4,6 1,6 2,3 7,3
1 0,81 1 1,15 1 2,5 1 29,9 8,6 3,3 3,3 8,4 10,5 9,1 11,0 7,3
1 0,93 1 1 1 0,62 1 1 KLF4KLF4 10,4 12,8 11,6 10,1 15,0 15,2 12,0 12,5

KLF4KLF4 1 2,83 1 3,48 1 13,93 1 2,83 6,2 8,6 7,8 5,2 15,7 16 6,3 6,5
1 0,2 1 2,83 1 0,87 1 0,71 7,2 5,7 8,1 6,8 12,7 8,9 7,7 6,2
1 0,2 1 5,28 1 0,81 1 0,87 cMyccMyc 4,8 7,4 14,6 5,9 5,3 6,1 9,7 7,1

cMyccMyc 1 0,20 1 13,93 1 1,32 1 0,47 2,5 5,5 5,5 0,5 0,5 2,9 7,1 7,7
1 0,16 1 415,87 1 0,57 1 6,06 2,2 4,5 8,6 4,4 4,8 4,4 5,3 6,4
1 0,13 1 26 1 0,2 1 0,66 Sox2Sox2 10,8 12,1 16,5 16,6

Sox2Sox2 1 1 1 1 8,9 3,4 2,0 2,3
1 0,41 1 0,93 8,5 16,5
1 45,25 1 0,81 MusashiMusashi 7,6 8 8,9 6,5 11,5 12

MusashiMusashi 1 1 0,71 1 2,46 7,7 9,2 6,0 0,6 12,0 12,1
1 0,76 1 5,28 1 0,71 7,1 5,3 5,8 9,4 7,5
1 0,35 1 97,01 1 0,93 CD133CD133 8,6 8,0

CD133CD133 1 0,35 5,3 0,5
1 1,52 9,2 10,7
1 27,86 CXCR4CXCR4 10,7 8,6 6,5 7,0 13,0 7,0

CXCR4CXCR4 1 4 1 1 1 9,85 11,2 6,2 0,4 9,9
1 4,29 1 71 1 64 7,7 5,7 3,5 7,2 9,9 6,6
1 4 1 97,01 1 1 CXCR7CXCR7 4,7 5 10,7 10,6

CXCR7CXCR7 1 4,29 1 13,0 4,0 5,3 3,7 5,8
1 0,81 1 1,07 2,0 4,1 9,2 5,5
1 0,41 1 0,23

P-Werte
MCF7 Norm MCF7 NSC MCF7 NSC MCF7 NSC OH3 Norm OH3 NSC OH3 NSC OH3 NSC MCF7 OH3 Lox SKNSH

NanogNanog 1 388,02 4,29 1,62 Nanog 1 0,003173 0,0084 0,0063 Nanog 0,2588334040842 0,2826246264491 0,0047225765709 0,0374051184826
Oct4Oct4 1 39,40 0,81 0,93 Oct4 1 0,0292 1,15 1 Oct4 0,4671709253894 0,5249526951766 0,4324956461608 0,0882607978954
KLF4KLF4 1 2,83 0,2 0,2 KLF4 1 3,48 2,83 5,28 KLF4 0,4865639691897 0,0468939120154 0,5008586645526 0,7101905775991
cMyccMyc 1 0,2 0,16 0,13 cMyc 1 13,93 415,87 26 cMyc 0,0058763313516 0,0499532615084 0,3688312557328 0,8199639891964
Sox2Sox2 Sox2 1 1 0,41 45,25 Sox2 0,647761892561 0,2951672353009
MusashiMusashi 1 0,76 1 0,35 Musashi 1 0,71 5,28 97,01 Musashi 0,3340953646874 0,2893168009437 0,6184712739256
CD133CD133 CD133 1 0,35 1,52 27,86 CD133 0,5554093807631
CXCR4CXCR4 1 4 4,29 4 CXCR4 1 1 71 97,01 CXCR4 0,0155242336366 0,8660794770795 0,1798800695225
CXCR7CXCR7 1 4,29 0,81 0,41 CXCR7 CXCR7 0,1413903362656 0,7693629529959

Lox Norm Lox NSC Lox NSC Lox NSC SKNSH Norm SKNSH NSC SKNSH NSC SKNSH NSC
NanogNanog 1 1,87 1,87 2,14 Nanog 1 12,13 9,2 4
Oct4Oct4 1 2,64 2,5 0,62 Oct4 1 13,0 29,9 1
KLF4KLF4 1 13,93 0,87 0,81 KLF4 1 2,83 0,71 0,87
cMyccMyc 1 1,32 0,57 0,2 cMyc 1 0,47 6,06 0,66
Sox2Sox2 1 0,93 0,81 1 Sox2
MusashiMusashi Musashi 1 2,46 0,71 0,93
CD133CD133 CD133
CXCR4CXCR4 CXCR4 1 9,85 64 1
CXCR7CXCR7 CXCR7 1 13,0 1,07 0,23

Mittelwerte Relative ExpressionsänderungMittelwerte Relative Expressionsänderung

MCF7 Norm MCF7 NSC OH3 Norm OH3 NSC Lox Norm Lox NSC SKNSH Norm SKNSH NSC
NanogNanog 1 131,31 1 0,0059576666667 1 1,96 1 8,4433333333333
Oct4Oct4 1 13,713333333333 1 0,7264 1 1,92 1 14,633333333333
KLF4KLF4 1 1,0766666666667 1 3,8633333333333 1 5,2033333333333 1 1,47
cMyccMyc 1 0,1633333333333 1 151,93333333333 1 0,6966666666667 1 2,3966666666667
Sox2Sox2 1 15,553333333333 1 0,9133333333333
MusashiMusashi 1 0,555 1 34,333333333333 1 1,3666666666667
CD133CD133 1 9,91
CXCR4CXCR4 1 4,0966666666667 1 56,336666666667 1 36,925
CXCR7CXCR7 1 1,8366666666667 1 4,7666666666667

StandardabweichungStandardabweichung

MCF7 Norm MCF7 NSC OH3 Norm OH3 NSC Lox Norm Lox NSC SKNSH Norm SKNSH NSC
NanogNanog 222,32138965921 0,0026302616473 0,1558845726812 4,1174790021727
Oct4Oct4 22,245386787677 0,6084331351924 1,1280070921763 14,519067922334
KLF4KLF4 1,5184312079687 1,2691860908997 7,5575745668391 1,1805083650699
cMyccMyc 0,0351188458428 228,6555143296 0,5706429122782 3,1739617725066
Sox2Sox2 25,719759589338 0,0960902353693
MusashiMusashi 0,2899137802865 54,327659928745 0,9532226042921
CD133CD133 15,556159551766
CXCR4CXCR4 0,167431578065 49,656218475971 34,106560952403
CXCR7CXCR7 2,1340415491113 7,1426349013045

StandardfehlerStandardfehler

MCF7 Norm MCF7 NSC OH3 Norm OH3 NSC Lox Norm Lox NSC SKNSH Norm SKNSH NSC
NanogNanog
Oct4Oct4
KLF4KLF4
cMyccMyc
Sox2Sox2
MusashiMusashi
CD133CD133
CXCR4CXCR4
CXCR7CXCR7

Standardabweichung DiagrammStandardabweichung Diagramm
MCF7 Norm OH3 Norm Lox Norm SKNSH Norm

Nanog 0,065 0,58 0,024 0,096
Oct4 0,27 0,57 0,19 0,25
KLF4 0,28 0,23 0,11 0,34
cMyc 0,45 0,48 0,069 0,30
Sox2 0,058 0,13 0
Musashi 0,043 0,28 0,13
CD133 0,039 0,27
CXCR4 0,19 0,31 0,16
CXCR7 0,36 0,22 0,11
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Abb. 15: Regulation der Transkription von Stammzellmarkern und Chemokinrezeptoren 
in der Melanom-Zelllinie Lox durch Kultivierung in neuralem Stammzellmedium. Die 
Lox-Zellen wurden für 10 Tage im NSC-Medium kultiviert, wobei die Faktoren bFGF und EGF 
erst direkt in die Kulturflasche gegeben wurden und alle zwei Tage ein Mediumwechsel erfolg-
te. Die Transkription wurde mittels Realtime-PCR untersucht, bei welcher die GAPDH als Re-
ferenzgen diente. Die Auswertung erfolgte nach der ΔΔCT-Methode in Bezug auf den unstimu-
lierten Kontrollwert. ∗ p < 0,05, ∗∗ p < 0,01. Der ganze Versuch wurde dreimal durchgeführt.

Bei den SKNSH-Zellen erhöhte sich die Expression ebenfalls meist deutlich (Nanog, 

Oct4, cMyc, CXCR4 und CXCR7), erreichte aber mit Ausnahme von Nanog, dessen   

Erhöhung im Mittel auf das 8-fache auf dem 5 %-Niveau signifikant war (p-Wert  

0,037), nie statistische Signifikanz. Die Expression von Klf4 und Musashi änderte sich 

kaum und Sox2 und CD133 konnten weder in der Kontrolle noch in der stimulierten 

Probe nachgewiesen werden (siehe Abb. 16). 
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Delta-CT
MCF7 Norm MCF7 NSC OH3 Norm OH3 NSC Lox Norm Lox NSC SKNSH Norm SKNSH NSC MCF7 Norm MCF7 NSC OH3 Norm OH3 NSC Lox Norm Lox NSC SKNSH Norm SKNSH NSC

NanogNanog 14,0 11,9 6,9 11,2 12,5 11,6 12,6 9,4
NanogNanog 1 388,02 1 0,003173 1 1,87 1 12,13 12,3 11,6 2,9 15 6,5 5,4 11,8

1 4,29 1 0,0084 1 1,87 1 9,2 13,0 4,4 12,5 11,6 10,4 6,8
1 1,62 1 0,0063 1 2,14 1 4 Oct4Oct4 9,9 10,2 9,6 9,4 8,0 6,7 12,2 7,3

Oct4Oct4 1 39,40 1 0,0292 1 2,64 1 13,0 5,6 5,7 4,6 1,6 2,3 7,3
1 0,81 1 1,15 1 2,5 1 29,9 8,6 3,3 3,3 8,4 10,5 9,1 11,0 7,3
1 0,93 1 1 1 0,62 1 1 KLF4KLF4 10,4 12,8 11,6 10,1 15,0 15,2 12,0 12,5

KLF4KLF4 1 2,83 1 3,48 1 13,93 1 2,83 6,2 8,6 7,8 5,2 15,7 16 6,3 6,5
1 0,2 1 2,83 1 0,87 1 0,71 7,2 5,7 8,1 6,8 12,7 8,9 7,7 6,2
1 0,2 1 5,28 1 0,81 1 0,87 cMyccMyc 4,8 7,4 14,6 5,9 5,3 6,1 9,7 7,1

cMyccMyc 1 0,20 1 13,93 1 1,32 1 0,47 2,5 5,5 5,5 0,5 0,5 2,9 7,1 7,7
1 0,16 1 415,87 1 0,57 1 6,06 2,2 4,5 8,6 4,4 4,8 4,4 5,3 6,4
1 0,13 1 26 1 0,2 1 0,66 Sox2Sox2 10,8 12,1 16,5 16,6

Sox2Sox2 1 1 1 1 8,9 3,4 2,0 2,3
1 0,41 1 0,93 8,5 16,5
1 45,25 1 0,81 MusashiMusashi 7,6 8 8,9 6,5 11,5 12

MusashiMusashi 1 1 0,71 1 2,46 7,7 9,2 6,0 0,6 12,0 12,1
1 0,76 1 5,28 1 0,71 7,1 5,3 5,8 9,4 7,5
1 0,35 1 97,01 1 0,93 CD133CD133 8,6 8,0

CD133CD133 1 0,35 5,3 0,5
1 1,52 9,2 10,7
1 27,86 CXCR4CXCR4 10,7 8,6 6,5 7,0 13,0 7,0

CXCR4CXCR4 1 4 1 1 1 9,85 11,2 6,2 0,4 9,9
1 4,29 1 71 1 64 7,7 5,7 3,5 7,2 9,9 6,6
1 4 1 97,01 1 1 CXCR7CXCR7 4,7 5 10,7 10,6

CXCR7CXCR7 1 4,29 1 13,0 4,0 5,3 3,7 5,8
1 0,81 1 1,07 2,0 4,1 9,2 5,5
1 0,41 1 0,23

P-Werte
MCF7 Norm MCF7 NSC MCF7 NSC MCF7 NSC OH3 Norm OH3 NSC OH3 NSC OH3 NSC MCF7 OH3 Lox SKNSH

NanogNanog 1 388,02 4,29 1,62 Nanog 1 0,003173 0,0084 0,0063 Nanog 0,2588334040842 0,2826246264491 0,0047225765709 0,0374051184826
Oct4Oct4 1 39,40 0,81 0,93 Oct4 1 0,0292 1,15 1 Oct4 0,4671709253894 0,5249526951766 0,4324956461608 0,0882607978954
KLF4KLF4 1 2,83 0,2 0,2 KLF4 1 3,48 2,83 5,28 KLF4 0,4865639691897 0,0468939120154 0,5008586645526 0,7101905775991
cMyccMyc 1 0,2 0,16 0,13 cMyc 1 13,93 415,87 26 cMyc 0,0058763313516 0,0499532615084 0,3688312557328 0,8199639891964
Sox2Sox2 Sox2 1 1 0,41 45,25 Sox2 0,647761892561 0,2951672353009
MusashiMusashi 1 0,76 1 0,35 Musashi 1 0,71 5,28 97,01 Musashi 0,3340953646874 0,2893168009437 0,6184712739256
CD133CD133 CD133 1 0,35 1,52 27,86 CD133 0,5554093807631
CXCR4CXCR4 1 4 4,29 4 CXCR4 1 1 71 97,01 CXCR4 0,0155242336366 0,8660794770795 0,1798800695225
CXCR7CXCR7 1 4,29 0,81 0,41 CXCR7 CXCR7 0,1413903362656 0,7693629529959

Lox Norm Lox NSC Lox NSC Lox NSC SKNSH Norm SKNSH NSC SKNSH NSC SKNSH NSC
NanogNanog 1 1,87 1,87 2,14 Nanog 1 12,13 9,2 4
Oct4Oct4 1 2,64 2,5 0,62 Oct4 1 13,0 29,9 1
KLF4KLF4 1 13,93 0,87 0,81 KLF4 1 2,83 0,71 0,87
cMyccMyc 1 1,32 0,57 0,2 cMyc 1 0,47 6,06 0,66
Sox2Sox2 1 0,93 0,81 1 Sox2
MusashiMusashi Musashi 1 2,46 0,71 0,93
CD133CD133 CD133
CXCR4CXCR4 CXCR4 1 9,85 64 1
CXCR7CXCR7 CXCR7 1 13,0 1,07 0,23

Mittelwerte Relative ExpressionsänderungMittelwerte Relative Expressionsänderung

MCF7 Norm MCF7 NSC OH3 Norm OH3 NSC Lox Norm Lox NSC SKNSH Norm SKNSH NSC
NanogNanog 1 131,31 1 0,0059576666667 1 1,96 1 8,4433333333333
Oct4Oct4 1 13,713333333333 1 0,7264 1 1,92 1 14,633333333333
KLF4KLF4 1 1,0766666666667 1 3,8633333333333 1 5,2033333333333 1 1,47
cMyccMyc 1 0,1633333333333 1 151,93333333333 1 0,6966666666667 1 2,3966666666667
Sox2Sox2 1 15,553333333333 1 0,9133333333333
MusashiMusashi 1 0,555 1 34,333333333333 1 1,3666666666667
CD133CD133 1 9,91
CXCR4CXCR4 1 4,0966666666667 1 56,336666666667 1 36,925
CXCR7CXCR7 1 1,8366666666667 1 4,7666666666667

StandardabweichungStandardabweichung

MCF7 Norm MCF7 NSC OH3 Norm OH3 NSC Lox Norm Lox NSC SKNSH Norm SKNSH NSC
NanogNanog 222,32138965921 0,0026302616473 0,1558845726812 4,1174790021727
Oct4Oct4 22,245386787677 0,6084331351924 1,1280070921763 14,519067922334
KLF4KLF4 1,5184312079687 1,2691860908997 7,5575745668391 1,1805083650699
cMyccMyc 0,0351188458428 228,6555143296 0,5706429122782 3,1739617725066
Sox2Sox2 25,719759589338 0,0960902353693
MusashiMusashi 0,2899137802865 54,327659928745 0,9532226042921
CD133CD133 15,556159551766
CXCR4CXCR4 0,167431578065 49,656218475971 34,106560952403
CXCR7CXCR7 2,1340415491113 7,1426349013045

StandardfehlerStandardfehler

MCF7 Norm MCF7 NSC OH3 Norm OH3 NSC Lox Norm Lox NSC SKNSH Norm SKNSH NSC
NanogNanog
Oct4Oct4
KLF4KLF4
cMyccMyc
Sox2Sox2
MusashiMusashi
CD133CD133
CXCR4CXCR4
CXCR7CXCR7

Standardabweichung DiagrammStandardabweichung Diagramm
MCF7 Norm OH3 Norm Lox Norm SKNSH Norm

Nanog 0,065 0,58 0,024 0,096
Oct4 0,27 0,57 0,19 0,25
KLF4 0,28 0,23 0,11 0,34
cMyc 0,45 0,48 0,069 0,30
Sox2 0,058 0,13 0
Musashi 0,043 0,28 0,13
CD133 0,039 0,27
CXCR4 0,19 0,31 0,16
CXCR7 0,36 0,22 0,11
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Abb. 16: Regulation der Transkription von Stammzellmarkern und Chemokinrezeptoren 
in der Neuroblastom-Zelllinie SKNSH durch Kultivierung in neuralem Stammzellmedi-
um. Die SKNSH-Zellen wurden für 10 Tage im NSC-Medium kultiviert, wobei die Faktoren 
bFGF und EGF erst direkt in die Kulturflasche gegeben wurden und alle zwei Tage ein Medi-
umwechsel erfolgte. Die Transkription wurde mittels Realtime-PCR untersucht, bei welcher die 
GAPDH als Referenzgen diente. Die Auswertung erfolgte nach der ΔΔCT-Methode in Bezug auf 
den unstimulierten Kontrollwert. ∗ p < 0,05. Der ganze Versuch wurde dreimal durchgeführt.

Zusammenfassung 3.3 und 3.4:

Bei der Stimulation mit den Chemokinen CXCL11 und CXCL12 und dem neuralen 

Stammzellmedium (NSC) zeigten sich die starken und teils sogar signifikanten          

Expressionsänderungen fast ausschließlich bei den embryonalen Stammzellmarkern 

(Nanog, Oct4, Klf4, cMyc) und dem Chemokinrezeptor CXCR4. Die neuralen     

Stammzellmarker (Sox2, Musashi, CD133) und der Chemokinrezeptor CXCR7 wurden 

mit Ausnahme der OH3-Zellen kaum und in keinem Fall signifikant reguliert. 

Bei den MCF7-Zellen erhöhte sich die Expression von Oct4 durch CXCL12 und die von 

cMyc durch CXCL11 signifikant. Nanog zeigte durch die Stimulation mit CXCL11 und 

Musashi durch die Stimulation mit CXCL12 ebenfalls eine deutliche Expressions-    

steigerung, die jedoch ohne statistische Signifikanz blieb. Durch das NSC-Medium 

konnte die Expression von CXCR4 signifikant gesteigert, dagegen die Expression von 
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cMyc signifikant gesenkt werden. Die Expression von Nanog und Oct4 wurde ohne   

statistische Signifikanz deutlich erhöht. 

Bei den OH3-Zellen steigerte sich die Expression aller exprimierten Marker und dem 

Chemokinrezeptor CXCR4 durch CXCL12 deutlich. Hierbei erreichte aber nur die   

Steigerung von cMyc statistische Signifikanz. Auch durch das NSC-Medium wurden mit 

Ausnahme von Nanog und Oct4 deutliche Expressionserhöhungen erreicht. Allerdings 

waren hierbei nur die Erhöhungen von Klf4 und cMyc statistisch signifikant.

Bei den Lox-Zellen konnte durch das NSC-Medium die Expression von Nanog         

signifikant und die von Klf4 ohne statistische Signifikanz deutlich erhöht werden.

Bei den SKNSH-Zellen erhöhte sich die Expression von Nanog durch Stimulation mit 

CXCL11 und die Expression von CXCR4 durch Stimulation mit CXCL12 deutlich,     

jedoch ohne eine statistische Signifikanz zu erreichen. Durch das NSC-Medium dagegen 

konnte die Expression von Nanog signifikant gesteigert werden. Die Expression von 

Oct4 und CXCR4 erhöhte sich ohne Erreichen einer statistischen Signifikanz ebenfalls 

deutlich.
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4 DISKUSSION

Trotz großer Fortschritte und erheblicher Erkenntnisse im Bereich der Tumorforschung 

können viele Tumorerkrankungen, insbesondere in fortgeschrittenen Stadien,             

gegenwärtig nicht kurativ behandelt werden. Einen wesentlichen Grund stellt hierfür die 

Bildung von Tumorrezidiven  nach initialem Therapieansprechen dar. Gerade Tumore 

mit Neuralleistenursprung, welche im Fokus dieser Arbeit standen, haben auch heute oft 

noch eine sehr schlechte Prognose, da sie früh metastasieren und schnell zu Rezidiven 

neigen. Als Erklärungsversuch für die Rezidivbildung ist in den letzten Jahren das  

Konzept der Tumorstammzelle, die so genannte Tumorstammzellhypothese, immer 

mehr in den Fokus gerückt. Hierbei geht man davon aus, dass ein Tumor aus einer   

kleinen Subpopulation von Zellen mit Stammzelleigenschaften, den so genannten    

Tumorstammzellen, hervorgeht  und nur diese das Potential haben, einen neuen Tumor 

zu initiieren, sich in die verschiedenen Zellarten zu differenzieren und sich durch eine 

asymmetrische Zellteilung uneingeschränkt selbst zu regenerieren (Clarke et al., 2006).

Bei vielen Tumorentitäten konnten diese Tumorstammzellen inzwischen nachgewiesen 

werden (Al-Hajj et  al., 2003; Singh et al., 2003; Collins et  al., 2005; Schatton et al., 

2008; Dalerba et al., 2007; Eramo et al., 2008). Trotzdem stellt die Identifizierung von 

potentiellen Markern, des genauen Ursprungs der Tumorstammzellen, ihr biologisches 

Verhalten und mögliche Einflussfaktoren ein nach wie vor weites und oft noch           

unbekanntes Forschungsfeld dar. 

Indem im Rahmen dieser Arbeit die potentielle Expression und Regulation von         

verschiedenen Stammzellmarkern und Chemokinrezeptoren, die bei der Wanderung von 

Stammzellen und in der Tumorbiologie eine wichtige Rolle spielen, bei humanen     

Tumorzelllinien mit  Neuralleistenursprung im Vergleich zum Mammakarzinom         

untersucht wurde, sollten zum einen Tumorstammzellmarker, die für Tumore mit     

Neuralleistenursprung charakteristisch sind, identifiziert werden, und zum anderen ihre 

Steuerung und mögliche Einflussfaktoren erkannt und geprüft werden. 
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4.1 Stammzellmarker bei humanen Tumorzelllinien mit Neural-
  leistenursprung

In allen in dieser Arbeit untersuchten Tumorzelllinien konnte eine Vielzahl der           

überprüften Stammzellmarker nachgewiesen werden. Während sich die Expression bei 

den embryonalen Stammzellmarkern Nanog, Oct4, Klf4 und cMyc noch ziemlich      

homogen über alle Zelllinien, unabhängig ob mit oder ohne Neuralleistenursprung,   

verteilte, war sie bei den neuralen Stammzellmarkern Sox2, Musashi und CD133     

deutlich heterogener, selbst wenn es sich dabei um verschiedene Zelllinien der an sich 

gleichen Tumorentität handelte. Die neuralen Stammzellmarker Sox2 und CD133   

konnten hier fast ausschließlich bei den Lungenkarzinom- und den Neuroblastom-   

Zelllinien detektiert werden. Beim Melanom scheinen sie nach unseren Ergebnissen  

eine deutlich untergeordnete Rolle zu spielen und beim Mammakarzinom, der einzigen 

im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Tumorentität ohne Neuralleistenursprung,   

scheinen sie überhaupt keine Bedeutung zu haben. Dieses Ergebnis ist gut mit der     

unterschiedlichen Herkunft der Zelllinien zu erklären. Es verhält sich allerdings         

widersprüchlich zu anderen aktuellen Publikationen, in denen die beiden Marker als 

Charakteristikum von Tumorstammzellen des Mammakarzinoms nachgewiesen werden 

konnten (Leis et al., 2012; Wright et al., 2008). Die Expression anderer bekannter   

Marker stimmte hingegen mit bisherigen Publikationen überein (Ponti et al., 2005; 

Eramo et al., 2008; Bertolini et al., 2009) (siehe auch Tabelle 1).

Die zu Beginn angesprochene Heterogenität stellt in der Tumorstammzellforschung kein 

unbekanntes Problem dar. In den letzten Jahren konnten zwar zahlreiche Tumor-  

stammzellmarker identifiziert werden, jedoch lassen sich diese nicht verallgemeinern 

und weisen zwischen verschiedenen Tumorentitäten und sogar zwischen verschiedenen 

Patienten große Unterschiede auf (Magee et  al., 2012). Während beispielsweise bei 

manchen Leukämien einige Stammzellen bestimmte Marker sehr homogen exprimieren, 

treten daneben trotzdem Stammzellgruppen ohne diese Marker auf, bzw. andersherum 

existieren Zellen mit diesen Markern, die aber trotzdem keine Stammzelleigenschaften 

aufweisen (Eppert et al., 2011). Dies erschwert die Identifikation und Isolation der   

Tumorstammzellen und ihre selektive Bekämpfung natürlich erheblich. 
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Ein weiterer hervorzuhebender Aspekt dieser Arbeit stellt die Expression von cMyc bei 

allen Tumorzelllinien dar, die sich durch ihre besonders hohe Ausprägung von den    

anderen Stammzellmarkern abhebt. cMyc ist für die Regulation von ca. 15% der 

menschlichen Gene verantwortlich, und zwar v.a. für Gene, die für die Proliferation der 

Zellen wichtig sind, und wird daher auch als Protoonkogen bezeichnet. Bei vielen    

Tumoren ist das Myc-Gen mutiert, sodass cMyc dort konstitutiv exprimiert wird und 

vermutlich eine entscheidende Rolle bei der Erlangung der Unsterblichkeit der Zellen 

spielt. Diesen Aspekt konnten Ambros und Karlic bereits 1987 beschreiben, indem sie 

mittels in-situ-Hybridisierung nachwiesen, dass das humane Papillomavirus 18 bei   

HeLa-Zellen (Zervixkarzinomzellen der 31-jährigen Patientin Henrietta Lacks, aus    

denen die erste permanente humane Zelllinie etabliert  wurde) genau die Chromosomen-

region des Myc-Gens befällt und so zu einer Aktivierung dieses Gens führt. Daraus lässt 

sich schließen, dass die Expression von cMyc bei Tumoren oft  mit einer höheren       

Aggressivität und schlechteren Prognose korreliert, welcher Aspekt auch schon      

mehrfach publiziert wurde (Lin et al., 2012; Beroukhim et al., 2010; Nesbit  et al., 1999). 

Da die Überexpression von cMyc bei vielen Tumoren, wie scheinbar auch bei den in 

dieser Arbeit untersuchten Tumorzelllinien, eine wichtige Rolle spielt, stellt das Myc-

Gen eine beliebte Zielstruktur für mögliche Therapieansätze dar (Zuber et al., 2011). 

4.2 Chemokinrezeptoren und Regulation durch Chemokine

Eine Voraussetzung für die Untersuchung der Regulation der Stammzellmarker und  

Rezeptoren durch Chemokine stellte zunächst die Darstellung der Expression der   

Chemokinrezeptoren bei den verschiedenen Tumorzelllinien dar. Der Rezeptor CXCR4 

konnte in mittelstarker bis starker Expression in allen Zelllinien mit Ausnahme der Lox-

Zellen (Melanom) detektiert werden und scheint daher nahezu überall, unabhängig vom 

Ursprung der Tumorzellen, eine wichtige Funktion zu haben. Dies spiegelt auch die  

aktuelle Literatur wider, in welcher dieser Rezeptor inzwischen bei den meisten       

Tumorentitäten beschrieben worden ist und ihm mit seinem Liganden CXCL12 schon 

lange eine bedeutende Rolle in der Metastasierung, aber auch in der Proliferation und 
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dem Überleben der Tumorzellen zugeschrieben wird (Balkwill, 2004; Hattermann et al., 

2013).

Den Rezeptor CXCR7 konnten wir dagegen nur in wenigen Tumorzelllinien          

nachweisen: In allen Neuroblastom-Zelllinien, der Mammakarzinom-Zelllinie MCF7 

und der Melanom-Zelllinie Mel6. Bei diesen Zelllinien waren also beide Rezeptoren 

koexprimiert. Erst 2005 wurde CXCR7 als zweiter Rezeptor für CXCL12 beschrieben 

(Balabanian et al., 2005). Allerdings galt  er lange als so genannter decoy-Rezeptor ohne 

eigene Signalkaskade, nur mit der Funktion, das Chemokin CXCL12 abzufangen und so 

einen Effekt und eine Signalkaskade über den Rezeptor CXCR4 zu verhindern         

(Hattermann et al., 2010; Naumann et al., 2010). Erst vor wenigen Jahren konnte ihm 

die Auslösung einer eigenen Signalkaskade über β-Arrestin nachgewiesen werden    

(Rajagopal et al., 2010). Die Ansicht, dass die durch das Chemokin CXCL12            

ausgelösten Effekte ausschließlich einer Signalkaskade über den Rezeptor CXCR4     

zugeschrieben werden können, musste revidiert werden. Inzwischen wird auch dem  

Rezeptor CXCR7 eine bedeutende Rolle in der Metastasierung, Proliferation, dem     

Überleben und zusätzlich auch in der Neovaskularisierung der Tumore zugeschrieben 

(Hattermann et al., 2010; Singh et al., 2013). 

Während der Rezeptor CXCR4 schon länger als Tumorstammzellmarker bei diversen 

Tumorentitäten, wie beispielsweise dem Pankreas- oder dem Prostatakarzinom (siehe 

auch Tabelle 1), bekannt ist, ist die Rolle des Rezeptors CXCR7 noch unklar.             

Hattermann et al. konnten 2010 zeigen, dass beim humanen Glioblastom der Rezeptor 

CXCR4 von einer kleinen Zellgruppe mit Stammzelleigenschaften (Tumorstammzellen) 

exprimiert wird, der Rezeptor CXCR7 dagegen von den weiter ausdifferenzierten      

Zellen. Der Differenzierungsprozess geht hier also mit einem Rezeptorwechsel von 

CXCR4 zu CXCR7 einher. Und auch die Effekte durch Stimulation mit  ihrem Liganden 

CXCL12 sind hier bei beiden Rezeptoren unterschiedlich: Während CXCR4 die        

Proliferation  (Ehtesham et al., 2009), Migration (Sciaccaluga et al., 2010) und die    

Angiogenese (Yang et al., 2005) der Glioblastomzellen fördert, schützt CXCR7 diese 

vor der Apoptose durch Chemotherapeutika (Hattermann et al., 2012). 

Ein weiterer Ligand des Chemokinrezeptors CXCR7 ist das Chemokin CXCL11. Dieses 

bindet ebenfalls an den Chemokinrezeptor CXCR3, welchen wir in keiner unserer      

getesteten Tumorzelllinien nachweisen konnten. Daher sind alle Effekte der Stimulation 
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der Tumorzellen mit dem Chemokin CXCL11 bei uns ausschließlich auf den Rezeptor 

CXCR7 zurückzuführen. 

Bei unseren Stimulationsversuchen mit den Chemokinen CXCL11 und CXCL12 zeigten 

sich die starken und teils sogar signifikanten Expressionsänderungen fast  ausschließlich 

bei den embryonalen Stammzellmarkern (Nanog, Oct4, Klf4, cMyc) und dem         

Chemokinrezeptor CXCR4. Die neuralen Stammzellmarker (Sox2, Musashi, CD133) 

und der Chemokinrezeptor CXCR7 wurden mit Ausnahme der OH3-Zellen kaum und in 

keinem Fall signifikant reguliert. Generell lässt sich sagen, dass die Stimulationseffekte 

in Form von Expressionsänderungen hier bei den unterschiedlichen Tumorzelllinien 

sehr verschieden waren und sich kaum vereinheitlichen lassen. Ebenso ist es sehr 

schwierig, zwischen den Zelllinien mit Neuralleistenursprung und der Mamma-        

karzinom-Zelllinie zu trennen. Dies passt zu unseren Ergebnissen bezüglich der         

allgemeinen Expressionsprofile der Stammzellmarker und Chemokinrezeptoren, bei  

denen sich die Verteilung über die verschiedenen Tumorzelllinien ebenfalls oft         

ausgesprochen heterogen darstellte. Eine der Ausnahmen war hier der Stammzellmarker 

cMyc, dessen Expression bei allen Zelllinien sehr hoch war. Und auch bei der         

Chemokinstimulation war seine Expressionsänderung auffällig. Bei zwei der drei      

getesteten Zelllinien konnte seine Expression signifikant gesteigert werden: Bei den 

MCF7-Zellen (CXCR4 und CXCR7) durch das Chemokin CXCL11 auf das 10-fache und 

bei den OH3-Zellen (CXCR4) durch das Chemokin CXCL12 auf das 7-fache. Nur bei 

den SKNSH-Zellen zeigte sich keine Expressionsänderung. Dies ist besonders im Hin-

blick darauf interessant, dass wir ansonsten keine einheitliche Expressionssteigerung bei 

einem der Stammzellmarker bei mehreren Zelllinien durch eine Chemokinstimulation 

nachweisen konnten. Der Stammzellmarker cMyc lässt  sich hier also je nach Rezeptor-

expression durch das Chemokin CXCL11 oder CXCL12 hochregulieren. Gerade cMyc 

ist bei vielen Tumoren überexprimiert und geht mit einer höheren Agressivität und 

schlechteren Prognose einher (Lin et al., 2012; Beroukhim et al., 2010; Nesbit et al., 

1999). Um die Unterschiede und Gemeinsamkeiten zwischen Tumorstammzellen      

und normalen Stammzellen zu charakterisieren, verglichen Wong et al. 2008 die     

Transkriptionsprogramme von embryonalen Stammzellen, adulten Gewebestammzellen 

und humanen Tumoren. Es zeigte sich, dass das Transkriptionsprogramm der            

embryonalen Stammzellen bei vielen epithelialen Tumoren aktiviert war und einen      
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Prädiktor für Metastasierung und schlechte Prognose darstellte. Dabei war nur das    

Onkogen cMyc, nicht aber andere Onkogene, in der Lage, dieses Transkriptions-      

programm bei normalen Zellen und Tumorzellen zu reaktivieren. Die Autoren folgerten, 

dass die Aktivierung des Transkriptionsprogramms von embryonalen  Stammzellen bei 

differenzierten adulten Zellen die pathologische uneingeschränkte Selbsterneuerung als 

Charakteristikum von Tumorstammzellen induzieren würde und so cMyc die Anzahl an 

Tumorstammzellen erhöhen könnte (Wong et al., 2008). Überträgt man diese Ergebnisse 

auf unsere Versuche, könnten die Chemokine CXCL11 und CXCL12 mit ihren           

Rezeptoren CXCR4 und CXCR7 möglicherweise einen entscheidenden Einfluss auf die 

Entstehung und  Aufrechterhaltung von Tumorstammzellen haben, indem sie die       

Expression des Onkogens cMyc beeinflussen.

4.3 Regulation durch neurales Stammzellmedium

Das Neural Stem Cell Medium (NSC) ist ein Medium, welches zur Gewinnung und  

Kultivierung von neuralen Stammzellen genutzt wird. Beispielsweise gelang es Zhou et 

al. 2009 mit Hilfe des serumfreien NSC-Mediums, Tumorstammzellen der Gliom-   

Zelllinie C6 zu isolieren, während hingegen bei der Kultivierung derselben Zelllinie in 

einem serumhaltigen Medium der Anteil der Tumorstammzellen im Vergleich zu den 

differenzierten Tumorzellen deutlich abnahm. Dieser beobachtete Effekt  war bei einem 

Wechsel auf das jeweils andere Medium reversibel, sodass die Autoren schlussfolgerten, 

dass das NSC-Medium in der Lage ist, Tumorstammzellen von differenzierten, in      

serumhaltigem Medium kultivierten Tumorzellen zu isolieren und diese in ihrem       

undifferenzierten Zustand zu halten (Zhou et al., 2009). Andere Publikationen            

beschreiben eine Induktion der Zelldifferenzierung durch serumhaltige Medien (Ward et 

al., 2009). In Anbetracht dieser Erkenntnisse lag es daher nahe, im Rahmen unserer   

Arbeit den potentiellen Effekt des NSC-Mediums auch bei Tumorzelllinien mit        

Neuralleistenursprung zu überprüfen. 

Analog zu der Stimulation mit  den Chemokinen CXCL12 und CXCL11 zeigten sich 

hierbei die starken und teils sogar signifikanten Expressionsänderungen nahezu        

ausschließlich bei den embryonalen Stammzellmarkern (Nanog, Oct4, Klf4, cMyc) und 
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dem Chemokinrezeptor CXCR4. Nur bei den OH3-Zellen fand auch eine gewisse      

Regulation der neuralen Stammzellmarker (Sox2, Musashi, CD133) statt, die jedoch in 

keinem der Fälle statistisch signifikant war. Anders als bei der Chemokinstimulation 

waren beim NSC-Medium die Stimulationseffekte grundsätzlich einheitlicher und    

zeigten bei den verschiedenen Zelllinien ähnliche Tendenzen. Besonders hervorzuheben 

sind die Expressionsänderungen der beiden Stammzellmarker Nanog und cMyc und des 

Chemokinrezeptors CXCR4: Die Expression von Nanog konnte durch das NSC-Medium 

bei drei der vier getesteten Zelllinien (MCF7, Lox, SKNSH) deutlich hochreguliert 

werden, bei den Lox- und SKNSH-Zellen sogar mit  statistischer Signifikanz. Der   

Transkriptionsfaktor Nanog, welcher eine Schlüsselrolle in der Steuerung und          

Aufrechterhaltung der Selbsterneuerung und Pluripotenz von embryonalen Stammzellen 

einnimmt, wurde schon bei diversen Tumorentitäten nachgewiesen und induziert  neben 

anderen Faktoren, wie z.B. Oct4, die Stammzelleigenschaften der Tumorzellen       

(Chicu et al., 2010; Jeter et al., 2011; Shan et al., 2012). Sein Knockdown bewirkt ein 

verringertes klonales Wachstum und eine geringere Tumorigenität bei Tumorzelllinien 

der Brust, des Darms und der Prostata (Jeter et al., 2009). Des Weiteren konnten Jeter et 

al. auch zeigen, dass Nanog bei Prostatakarzinom-Zelllinien die Expression anderer  

Moleküle und Rezeptoren, die als Marker von Tumorstammzellen gelten, steigert. Im 

Hinblick auf unsere vorherigen Versuche sind hier vor allem CD133 und CXCR4 zu 

nennen (Jeter et al., 2011).

Die zweite herausstechende Expressionsänderung betrifft den Stammzellmarker cMyc. 

Bei diesem fand ebenfalls eine deutliche Regulation bei drei der vier gestesteten      

Zelllinien statt, in zwei Fällen statistisch signifikant. Interessanterweise bewegte sich 

diese Regulation in genau entgegensetzte Richtungen: Bei den MCF7-Zellen konnte die 

Expression von cMyc durch das NSC-Medium signifikant gesenkt, bei den OH3-Zellen 

dagegen signifikant und bei den SKNSH-Zellen ein wenig gesteigert werden. Eine    

Erklärung hierfür wäre die unterschiedliche Herkunft der drei Zelllinien. Das         

kleinzellige Lungenkarzinom (OH3-Zellen) und das Neuroblastom (SKNSH-Zellen) 

haben ihren Ursprung im Gegensatz zum Mammakarzinom (MCF7-Zellen) in der   

Neuralleiste. Das NSC-Medium, welches speziell für die Kultivierung und Gewinnung 

von neuralen Stammzellen verwendet wird, scheint also bei einigen Tumoren mit    

Neuralleistenursprung die Stammzelleigenschaften der Zellen durch eine gesteigerte 
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Expression von cMyc zu erhöhen, bei Tumoren ohne neuralen Ursprung dagegen diese 

durch eine verringerte Expression von cMyc zu senken. Wie im vorherigen Kapitel   

dieser Arbeit schon ausgeführt, stellt gerade cMyc einen sehr entscheidenden Faktor im 

Wiedererlangen von Stammzelleigenschaften dar (Wong et  al., 2008) und beeinflusst bei 

diversen Tumoren maßgeblich die Prognose (Lin et al., 2012; Beroukhim et al., 2010; 

Nesbit et al., 1999).

Die dritte auffällige Expressionsänderung betrifft den Chemokinrezeptor CXCR4.    

Dieser konnte bei allen Zelllinien, bei denen er vorher schon exprimiert war (MCF7-, 

OH3-, SKNSH-Zellen), deutlich und bei den MCF7-Zellen sogar signifikant hochregu-

liert werden. Dies passt zu den Arbeiten von Hattermann et al., die 2010 zeigen konnten, 

dass der Differenzierungsprozess der Tumorzellen beim Glioblastom mit einem         

Rezeptorwechsel von CXCR4 zu CXCR7 einhergeht und der Rezeptor CXCR4 von den 

Tumorstammzellen exprimiert  wird. Gerade im Hinblick auf den von uns gezeigten   

Effekt der Chemokinstimulation auf die Stammzelleigenschaften der Tumorzellen ist 

dies ein interessantes Ergebnis, da das NSC-Medium durch eine Steigerung der      

Chemokinrezeptorexpression die Angriffsfläche für die Chemokine vergrößern und  

damit auch ihren Einfluss steigern kann. 

4.4 Ursprung der Tumorstammzellen und Ausblick

Der genaue Ursprung der Tumorstammzellen ist  nach wie vor nicht hinreichend geklärt. 

Grundsätzlich sind dabei mindestens zwei Erklärungsansätze denkbar: Zum einen die 

Stammzellen selbst, zum anderen differenzierte Zellen oder so genannte Progenitor-  

zellen, die sich in einem Übergangsstadium zwischen Stamm- und differenzierter Zelle 

befinden (Vincente-Duenas et al., 2009). Für erstere Möglichkeit, also die Stammzellen 

selbst, spricht die Tatsache, dass in einer normalen Zelle erst eine Vielzahl an            

Mutationen akkumulieren muss, damit diese zu einer Tumorzelle entartet (Knudson et 

al., 1973). In vielen Geweben, in denen häufig Tumore entstehen, wie z.B. im Blut, der 

Darmschleimhaut oder der Haut, haben die differenzierten Zellen und die Progenitor- 

zellen aber nur eine sehr begrenzte Lebensdauer, die im Gegensatz zu der der     

Stammzellen, die sich lebenslang in diesem Gewebe bzw. diesem Organ befinden, kaum 
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ausreichen kann, um genügend Mutationen für eine Entartung anzusammeln (Pardal et 

al., 2003). Auf der anderen Seite konnten beispielsweise Wong et al. 2008 zeigen, dass 

durch Aktivierung des Onkogens cMyc das Transkriptionsprogramm von embryonalen 

Stammzellen bei normalen differenzierten Zellen reaktiviert werden konnte. Des      

Weiteren gelang es Takahashi und Yamanaka 2006 mittels Transfektion der vier           

Stammzellmarker Oct4, Sox2, cMyc und Klf4 aus Fibroblasten der Maus wieder        

pluripotente Stammzellen herzustellen. Dies sind alles Indizien dafür, dass auch eine 

differenzierte oder eine Progenitorzelle durch bestimmte Mutationen, die ihr wieder 

Stammzelleigenschaften verleihen, zu einer Tumorstammzelle werden kann.

Wenn nun also aus differenzierten Zellen wieder Stammzellen hergestellt  werden    

können und eine Tumorstammzelle auch durch Mutationen in einer differenzierten Zelle 

entstehen kann, wäre es ebenso denkbar, dass auch die ausdifferenzierten Zellen        

innerhalb eines Tumors wieder zu Tumorstammzellen dedifferenzieren können (siehe 

Abb. 17). 

 

Tumorstammzelle

Stammzelle

Progenitorzelle

Differenzierte Zelle

?

?

?

??

?

Tumorstammzelle

Stammzelle

Progenitorzelle

Differenzierte Zelle

Tumorstammzelle

differenzierte Tumorzelle

Abb. 17: Ursprung der Tumorstammzelle. Der Ursprung der Tumorstammzellen ist bisher 
nicht hinreichend geklärt: Entstehen diese durch Mutationen der Stammzellen selbst oder auch 
durch Dedifferenzierungsprozesse von Progenitor- oder schon endgültig differenzierten Zellen? 
Und können dann auch differenzierte Tumorzellen wieder zu Tumorstammzellen werden?
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Hierbei kommt dem so genannten Mikroenvironment des Tumors eine wesentliche   

Bedeutung zu: Die den Tumor umgebenden Entzündungszellen, Fibroblasten und   

Blutgefäß-Endothelzellen sezernieren eine ganze Reihe an Botenstoffen und Molekülen, 

die Einfluss auf die eigentlichen Tumorzellen haben (Horgan et al., 1987). Zu diesen 

gehören auch die Chemokine, denen schon lange eine entscheidende Rolle in der     

Tumorbiologie zugeschrieben wird (O`Hayre et al., 2008) und welche nach den         

Ergebnissen dieser Arbeit die Stammzelleigenschaften verschiedener Tumorzelllinien 

mit Neuralleistenursprung, aber auch der getesteten Mammakarzinom-Zelllinie, durch 

Expressionssteigerung von Stammzellmarkern steigern können. 

Für eine erfolgreiche Tumortherapie ist es notwendig, neben der Masse an                  

differenzierten Tumorzellen auch gezielt die Tumorstammzellen anzugreifen. Hierbei 

kommen im Wesentlichen drei Therapieprinzipien in Frage (siehe Abb. 18): Erstens, die 

Tumorstammzellen anhand spezifischer Stammzellmarker selektiv anzugreifen und zu 

vernichten. Zweitens, ihre Entstehung, z.B. durch mögliche Dedifferenzierungsprozesse 

ausdifferenzierter Tumorzellen, zu verhindern. Eine Option wären hier beispielsweise 

Antagonisten, die selektiv die CXCL12/CXCR4/CXCR7-Signalkaskade blockieren, wie 

z.B. der CXCR4-Antagonist AMD3100, das CXCL12-Analogon CTCE-9908, das     

anti-CXCL12-Aptamer Nox-A12 oder der CXCR7- Antagonist CCX733, um nur einige 

zu nennen (Würth et al., 2013). Drittens, gezielt die Tumorstammzellen zur              

Ausdifferenzierung zu differenzierten Tumorzellen zu bewegen und sie so in die        

Apoptose zu führen oder der gängigen zytotoxischen Tumortherapie zugänglicher zu 

machen. Beispiele hierfür wären Retinoide, wie ATRA (all-trans-retinoic acid), welche 

schon lange in der Therapie der Akuten Promyelozyten Leukämie eingesetzt  werden 

(Tallman et al., 1997) und welche auch bei diversen anderen Tumoren (u.a. auch       

Melanom, Neuroblastom und Mammakarzinom) zumindest im Zell- und im         

Mausmodell Erfolge zeigen konnten (Sell 2004), oder BMPs, wie BMP4 (bone       

morphogenetic protein 4), welches im Zell- und im Mausmodell Erfolge beim          

Glioblastom (Piccirillo et al., 2006) und beim kolorektalen Karzinom zeigen konnte 

(Lombardo et al., 2011) . 
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Differenzierung
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Abb. 18: Therapieprinzipien für Tumorstammzellen. ATRA = all-trans-retinoic acid, BMP4 
= bone morphogenetic protein 4

Schlussfolgernd lässt sich sagen, dass es für eine erfolgreiche Tumortherapie essentiell 

ist, die Tumorstammzellen stärker in den Fokus zu rücken. Es sollten in Zukunft weitere 

potentielle Stammzellmarker etabliert und das biologische Verhalten der Tumorstamm-

zellen weiter erforscht werden. Dabei ist es wichtig zu beachten, dass diese Marker und 

ihre Regulation bei verschiedenen Tumorentitäten deutlich variieren können. Mit       

unserer Arbeit konnten wir zeigen, dass die Bedeutung der einzelnen Stammzellmarker 

und die ihrer Einflussfaktoren sich nicht nur bei Neuralleistentumoren im Vergleich zum 

Mammakarzinom unterschied, sondern auch innerhalb der Neuralleistentumore und  

sogar innerhalb einer Tumorentität je nach Zelllinie zum Teil deutlich variieren konnte. 

Um in diesem Sinne neue Therapiemöglichkeiten entwickeln und so eventuell das große 

Problem der Tumorrezidivbildung in Zukunft lösen und eine Tumorerkrankung damit  zu 

einer heilbaren Erkrankung machen zu können, besteht also weiterhin ein großer      

Forschungsbedarf.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Trotz großer Fortschritte und erheblicher Erkenntnisse im Bereich der Tumorforschung 

können viele Tumorerkrankungen, insbesondere in fortgeschrittenen Stadien,             

gegenwärtig nicht kurativ behandelt werden. Einen wesentlichen Grund hierfür stellt die 

Bildung von Tumorrezidiven  nach initialem Therapieansprechen dar. Als Erklärungs-

versuch für die Rezidivbildung ist  in den letzten Jahren das Konzept der Tumorstamm-

zelle, die so genannte Tumorstammzellhypothese, bei der man davon ausgeht, dass ein 

Tumor aus einer kleinen Subpopulation von Zellen mit Stammzelleigenschaften       

hervorgeht, immer mehr in den Fokus gerückt. Diese sollte im Rahmen dieser Arbeit an 

Tumoren mit Neuralleistenursprung, welche aufgrund ihrer frühen Metastasierung und 

schnellen Rezidivbildung auch heute oft noch eine sehr schlechte Prognose haben,    

überprüft werden.

Als Modell dienten hierbei Tumorzelllinien des kleinzelligen Lungenkarzinoms, des 

Melanoms und des Neuroblastoms und als Vergleich hierzu die Mammakarzinom-   

Zelllinie MCF7. Bei diesen wurde mittels Realtime-PCR und immunzytochemischer 

Färbungen die Expression verschiedener embryonaler und neuraler Stammzellmarker 

und die der Chemokinrezeptoren CXCR4 und CXCR7, von denen bekannt ist, dass sie 

bei der Wanderung von Stammzellen und in der Tumorbiologie eine wichtige Rolle 

spielen, geprüft und ihre Regulation durch die Chemokine CXCL11 und CXCL12 und 

neurales Stammzellmedium untersucht. Auf diesem Weg sollten potentielle, für       

Neuralleistentumore charakteristische Stammzellmarker identifiziert und mögliche   

Einflussfaktoren erkannt werden.

Die embryonalen Stammzellmarker Nanog, Oct4, Klf4 und cMyc zeigten insgesamt  

eine mittelstarke bis starke Expression mit ziemlich homogener Verteilung über alle 

Zelllinien. Besonders stark war dabei die Expression von cMyc. Die neuralen     

Stammzellmarker Sox2, Musashi und CD133 wurden vergleichsweise schwächer und 

mit einer deutlich heterogeneren Verteilung über alle Zelllinien exprimiert. Ihre         

Expression war vor allem auf die Lungenkarzinom- und Neuroblastom-Zelllinien      

beschränkt. Die Expression des Chemokinrezeptors CXCR4 verhielt sich analog zu der 

der embryonalen Stammzellmarker mit  Ausnahme der Lox-Zelllinie (Melanom), bei 

welcher er nicht detektiert  werden konnte. Der Chemokinrezeptor CXCR7 dagegen 
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wurde nur bei einzelnen Zelllinien exprimiert: Bei allen Neuroblastom-Zelllinien, der 

Mammakarzinom-Zelllinie MCF7 und der Mel6-Zelllinie (Melanom). 

Bei der Stimulation mit den Chemokinen CXCL11 und CXCL12 und dem neuralen 

Stammzellmedium zeigten sich die starken und teils sogar signifikanten Expressions-

änderungen fast ausschließlich bei den embryonalen Stammzellmarkern und dem    

Chemokinrezeptor CXCR4. Besonders hervorzuheben ist dabei die in mehreren Fällen 

signifikante Expressionserhöhung vom Onkogen cMyc, von welchem angenommen 

wird, dass es eine wichtige Rolle in der Erlangung der Unsterblichkeit der Tumorzellen 

spielt und dessen Expression bei vielen Tumoren mit einer höheren Aggressivität und 

schlechteren Prognose korreliert. Die neuralen Stammzellmarker und der Chemokinre-

zeptor CXCR7 wurden mit Ausnahme der OH3-Zelllinie (Lungenkarzinom) kaum und 

in keinem Fall signifikant reguliert. 

Zusammenfassend konnten wir mit dieser Arbeit zeigen, dass Neuralleistentumore eine 

Vielzahl an Stammzellmarkern und Chemokinrezeptoren exprimieren und sich vor    

allem die embryonalen Marker auch durch Chemokine und neurales Stammzellmedium 

regulieren lassen. Im Hinblick auf die Entwicklung neuer Therapieansätze ist  es dabei 

allerdings wichtig, zu beachten, dass sich die Bedeutung der einzelnen Stammzell-  

marker und die ihrer Einflussfaktoren sich in unseren Versuchen nicht nur bei          

Neuralleistentumoren im Vergleich zum Mammakarzinom unterschied, sondern dass 

ihre Bedeutung auch innerhalb der Neuralleistentumore und sogar innerhalb einer    

Tumorentität je nach Zelllinie deutlich variieren konnte. 
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