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Referat und bibliografische Daten  

 

Zelluläre Komponenten des Tumorstromas haben beispielweise durch Förderung der 

Tumorvaskularisierung einen entscheidenden Anteil an der Progression von soliden 

Tumorentitäten, so auch dem Nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom. Obwohl auch 

hämatopoetische Stammzellen (HSCs) als zelluläre Bestandteile des Tumorstromas 

gelten, die zur Tumorprogression beitragen, ist es jedoch unklar, ob diese direkt durch 

die Tumorzellen und/oder andere Komponenten des Tumorstromas angelockt werden. 

 

Daher sollte in dieser Arbeit der zellmigratorische Einfluss von Nicht-kleinzelligen 

Lungenkarzinomzellen (H358, H322) sowie primären Lungenfibroblasten (WI-38), ein 

weiterer essentieller Bestandteil des Tumorstromas, auf HSCs mit den 

Oberflächenantigenen CD34 und/oder CD133 untersucht werden. 

 

Kokultur-Migrations-Assays mittels Transwell-Einsätzen mit einer Porengröße von 3 

und 8 µm zeigten, dass CD34-/CD133+-HSCs, nicht aber CD34+/CD133--HSCs oder 

CD34+/CD133+-HSCs, sowohl von den Lungenkarzinomzelllinien als auch von den 

Lungenfibroblasten zur Migration angeregt werden. 

 

Als potentielle Mediatoren der Migrationssteigerung der CD34-/CD133+-HSCs durch 

die untersuchten Lungenkarzinomzellen und Fibroblasten wurden Faktoren des IGF-

Systems identifiziert. So zeigten Transwell-Migrations-Assays mit einer Porengröße 

von 3 µm, dass vor allem die IGFBPs (insulin-like growth factor binding proteins) -2 und 

-4 die Migration der CD34-/CD133+-HSCs steigern. 

 

Zusammenfassend hat diese Arbeit nachgewiesen, dass CD34-/CD133+-Zellen als 

Subtyp der hämatopoetischen Stammzellen durch die chemotaktische Wirkung der 

IGFBP-2 und -4, welche sowohl von den Lungenkarzinomzellen (H358, H322) als auch 

der Lungenfibroblasten sezerniert werden, in den soliden Tumor gelangen und somit 

zur Tumorprogression beitragen können. 
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1.) Einleitung 

1.1.) Zellmigration 

Die Zellmigration ist ein essentieller Bestandteil für die Lebensfähigkeit von 

Organismen. Bei Verletzungen und Entzündungsreaktionen gelangen beispielsweise 

Zellen des Immunsystems durch Migration an den Zielort. Auch neoplastische Zellen 

können sich aus ihrem Primärtumor lösen und in andere Organe migrieren, um 

Tumormetastasen zu bilden. 

Der Begriff „Zellmigration“ umfasst sowohl die gerichtete (Chemotaxis) als auch 

die ungerichtete (Chemokinese) Bewegung von Zellen, welche zur Migration befähigt 

sind. Bei der Chemotaxis sezernieren Zellen unter anderem lösliche Faktoren, welche 

eine migrationsinduzierende Wirkung auf ihre Zielzellen besitzen und dadurch eine 

Chemotaxis auslösen (zur Übersicht Petrie et al., 2009). Als Voraussetzung für diese 

Chemotaxis müssen die migrationsbefähigten Zielzellen in der Lage sein, diese 

löslichen Faktoren zu binden und zu erkennen. Im Gegensatz zu den Prokaryoten sind 

Eukaryoten nicht nur dazu befähigt, an ihrer Zelloberfläche lösliche Faktoren zu 

erkennen, sondern auch Konzentrationsunterschiede wahrzunehmen (Parent et al., 

1998; Weiner, 2002). Dies geschieht meist über G-Protein-gekoppelte Rezeptoren. Je 

nach Faktor und Zellart werden unterschiedliche G-Protein-gekoppelte Rezeptoren 

stimuliert, welche wiederum das Signal über Signalkaskaden weiterleiten (Devreotes et 

al., 2015). 

Die zelluläre Signalweitergabe für chemotaktische Signale ist beispielsweise in 

neutrophilen Granulozyten gut untersucht. Bei diesen Untersuchungen stellte sich 

heraus, dass die Phosphoinositol-3-Kinase- (PI3K-) Signalkaskade bei der 

Weiterleitung chemotaktischer Signale eine bedeutende Rolle spielt (Servant et al., 

2000; Horwitz et al., 2003). Die Signalweitergabe über diese PI3K-Signalkaskaden 

bewirkt eine Polarisierung der zur Migration befähigten Zielzelle und löst über das 

Aktin- bzw. Aktin-Myosin-Zytoskelett eine gerichtete Migration aus (Weiner, 2002; 

Devreotes et al., 2015). Handelt es sich bei den löslichen Faktoren um „Lockstoffe“ 

(attractant), so liegt eine positive Chemotaxis vor und die Zielzellen migrieren gegen 

den Konzentrationsgradienten der Lockstoffe auf die sezernierenden Zellen zu. Eine 

negative Chemotaxis wird durch „abweisende Faktoren“ (repellent) ausgelöst und ist 

von den sezernierenden Zellen weg gerichtet. 

Zu den migrationsinduzierenden Faktoren gehört beispielsweise der Wachstums-

faktor IGF-I (insulin-like growth factor-I), welcher unter anderem die Migration von 

Myoblasten (Lafreniere et al., 2004), Neuroblasten (Hurtado-Chong et al., 2009) und 
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BM-MSCs (bone marrow derived-mesenchymal stem cells; Ponte et al., 2007) 

stimuliert. Weiterhin besitzt das IGFBP (insulin-like growth factor binding protein) -3 

einen migrationsfördernden Einfluss auf HSCs (hematopoietic stem cells; Chang et al., 

2007). Diese Nachweise legen den Verdacht nahe, dass die Faktoren des IGF-

Systems für die Zellmigration entscheidend sein könnten. 

 

 

 
Abbildung 1 Übersicht über das IGF-Sytem. 

(modifiziert nach Pollak et al., 2004 und Foulstone et al., 2005)  
IGF-I und IGF-II binden mit unterschiedlicher Affinität an die jeweiligen IGF-
Rezeptoren sowie an die IGFBPs, welche unter anderem eine regulierende Funktion 
ausüben. Am IGF-IR können Signalkaskaden zum Beispiel die PI3K- 
(Phosphoinositol-3-Kinase) oder MAPK- (mitogen-activated protein kinase) 
Signalkaskaden auslösen.  
Weitere Abkürzungen: Akt = Proteinkinase B; mTOR = mammalian target of 
rapamycin; Shc = Adapterprotein; GRB2 = growth-factor-receptor-bound protein 2); 
Ras/Raf = kleine G-Proteine; MEK = mitogen-activated protein/extracellular signal-
regulated kinase kinase; ALS = acid labile subunit. 
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1.2.) IGF-System 

Das IGF-System, welches auch "IGF-Achse" genannt wird, ist ein sehr komplexes 

zelluläres System. Es umfasst drei Liganden (Insulin, IGF-I und IGF-II), drei 

Rezeptoren (Insulinrezeptor [IR], IGF-I-Rezeptor [IGF-IR] und IGF-II-Rezeptor [IGF-

IIR]) sowie sechs IGF-Bindungsproteine (IGFBP-1 bis -6) (Abb. 1) mit ihren IGFBP-

related proteins. Das IGF-System kontrolliert eine Vielzahl physiologischer Prozesse. 

Dazu zählen neben der Migration das Wachstum, die Proliferation, die Differenzierung 

und das Überleben von Zellen bzw. Schutz vor Apoptose (zur Übersicht Denley et al., 

2005; King und Wong, 2012). IGF-II gilt als "pränataler Wachstumsfaktor", da die 

Konzentration nach der Geburt rapide absinkt. IGF-I hingegen gilt als "postnataler 

Wachstumsfaktor", da seine Konzentration erhöht bleibt und während der Pubertät 

einen Anstieg verzeichnet (zur Übersicht Yu et al., 1999; Bach, 2015). Erhöhte IGF-I-

Serumwerte korrelieren jedoch auch mit einem erhöhten Risiko für einige Tumorarten. 

So wurden beispielsweise erhöhte Serumwerte bei Patienten mit Karzinomen der 

Prostata (Roddam et al., 2008), der Lunge (Wang et al., 2013) und der 

prämenopausalen Mamma (Allen et al., 2005) gemessen.  

1.2.1.) IGF-I und IGF-II 

Die IGFs (Abb. 1) verdanken ihren Namen der strukturellen Ähnlichkeit zu Proinsulin 

(Blundell et al., 1983). Es handelt sich bei den IGFs um Polypeptide mit einer Größe 

von 70 (IGF-I) beziehungsweise 67 Aminosäuren (IGF-II). IGF-I wird vorwiegend in der 

Leber, jedoch auch in vielen anderen Geweben produziert (Yakar et al., 1999). Das 

Wachstumshormon GH (growth hormon) ist der Hauptregulator für die hepatische IGF-

I-Biosynthese. Die extrahepatische Regulation erfolgt durch das GH sowie durch 

weitere Mediatoren, die sich je nach Organ unterscheiden (zur Übersicht Le Roith, 

2003). IGF-II wird ebenfalls hepatisch und extrahepatisch gebildet. Im Gegensatz zu 

IGF-I wird die hepatische Produktion jedoch kaum durch das GH reguliert (zur 

Übersicht Pollak et al., 2004). Sowohl die hepatische als auch die extrahepatische 

Produktion sind für den menschlichen Organismus unverzichtbar. Beispielsweise sind 

nach Yakar et al., 1999,2002 sowohl die hepatische als auch die extrahepatische 

Produktion für die Knochendichte entscheidend. 

Neben der Produktionsregulation der IGFs durch das GH, stellen die IGFBPs 

einen weiteren Regulationsmechanismus für den IGF dar. Sie können die 

Verfügbarkeit der IGFs verändern, indem sie diese binden oder aus ihrem 

Bindungskomplex entlassen. Dies gelingt über Proteasen, welche die Affinität der 

IGFBPs für die IGFs heruntersetzen. Dadurch wird auch die Halbwertszeit der IGFs 
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moduliert; sie stehen vermehrt für andere Bindungen zur Verfügung und können so 

über größere Distanzen im Körper transportiert werden (Brahmkhatri et al., 2015). 

1.2.2.) IGF-IR und IGF-IIR 

Der IGF-I-Rezeptor (Abb. 1 & 2) ähnelt dem Insulinrezeptor in seiner Struktur (Garret et 

al., 1998). Beide gehören zu den Tyrosinkinase-Rezeptoren. Der IGF-IR besteht aus 

zwei α- und zwei β-Ketten (Abb. 2). Die beiden β-Ketten bilden die Verankerung des 

IGF-IR in der Zellmembran. Am intrazellulären Ende der β-Ketten befinden sich je ein 

Abschnitt mit einer Tyrosinkinaseaktivität sowie eine C-terminale Domäne. Sowohl die 

Verbindung der α-Ketten untereinander als auch die Verbindung zwischen α- und β-

Ketten bestehen aus einer Disulfidbindung (Abb. 2). An den cysteinreichen Domänen 

kann unter anderem mit den IGFs eine Bindung eingegangen werden (Schumacher et 

al., 1991; Favelyukis et al., 2001;). Sowohl IGF-I als auch IGF-II können an den IGF-IR 

binden (Tab. 1) und eine Vielzahl an Reaktionen, wie beispielsweise Zellmigration,  

-proliferation, -differenzierung und/oder Apoptoseschutz auslösen. 

 

 

Abbildung 2 Schematische Darstellung des IGF-IR (A) und des IGF-IIR (B). 

(modifiziert nach Adams et al., 2000 [IGF-IR] und Szebenyi und Rotwein, 1994 [IGF-
IIR]) 
 

Der IGF-IIR wird auch als Mannose-6-phosphat-Rezeptor (M6PR) bezeichnet (Abb. 1 

und 2). Er besteht aus einer großen extrazellulären Domäne (15 Sequenzabschnitte), 

einer einzelnen Transmembrandomäne und einer kurzen cytoplasmatischen Domäne 

(Szebenyi und Rotwein, 1994; Abb. 2). Während der IGF-IIR den IGF-II mit hoher 

Affinität bindet, wird IGF-I deutlich schlechter gebunden (Tab. 1). Die Funktion des 

IGF-IIR wird stark diskutiert. Seine Aufgabe scheint vorwiegend darin zu bestehen, 

IGF-II ohne Signaltransduktion zu binden. Dadurch wird eine kompetitive Bindung von 

IGF-II an Rezeptoren mit Signalweiterleitung verhindert (zur Übersicht Körner et al., 
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1995; Bach et al., 2013). Der IGF-IIR scheint aber auch einen regulatorischen Einfluss 

auf die Aktivität des IGF-IR zu haben (Tian et al., 2016). 

 

         Tabelle 1 Bindungsaffinitäten für IGF-I und IGF-II an den beiden IGF-Rezeptoren. 

 IGF-I (KD in nM) IGF-II (KD in nM) Referenz 

IGF-IR 0,1 - 1,5 3,0 Steele-Perkins et al., 

1988 

Schumacher et al., 1991 

IGF-IIR 0,4 × 103 0,2 Tong et al., 1988 

KD = Dissoziationskonstante 
 

1.2.3.) IGF-Bindungsprotein-Superfamilie 

Die IGFBPs sind bereits sehr früh in der Entwicklung der Wirbeltiere entstanden und 

haben ihre Struktur bis in die heutige Zeit kaum verändert (Upton et al., 1993). Bisher 

sind sechs Bindungsproteine (-1 bis -6) bekannt, welche durch zehn IGFBP-rPs 

(IGFBP-related proteins) ergänzt werden. Während die sechs IGFBPs die IGFs mit 

hoher Affinität binden können, binden die IGFBP-rPs die IGFs mit niedrigerer Affinität 

(zur Übersicht Brahmkhatri et al., 2015). Die Aufgaben der IGFBPs können sowohl 

abhängig als auch unabhängig von IGF stattfinden. Zu den wichtigsten IGF-

abhängigen Aufgaben der IGFBPs zählt die Bindung der zirkulierenden IGFs. Mehr als 

75 % dieser zirkulierenden IGFs sind durch die IGFBPs gebunden, um vor dem Abbau 

durch Proteasen geschützt zu sein. Dies wird hauptsächlich über einen 

Bindungskomplex erreicht, der aus dem IGFBP-3, dem IGF und einer ALS (acid-labile 

subunit) besteht (zur Übersicht Baxter, 1988; Baxter und Martin, 1989; Brahmkhatri et 

al., 2015). Das IGFBP-5 ist ebenfalls in der Lage diese Bindungskomplexe zu bilden 

(Twigg und Baxter, 1998). Allerdings stellt das IGFBP-3 die höchste 

Serumkonzentration aller IGFBPs (Tab. 4), während die Konzentration des IGFBP-5 

lediglich 10 % der Konzentration des IGFBP-3 beträgt (Firth und Baxter, 2002). Daher 

spielt das IGFBP-5 für die Bildung dieser Bindungskomplexe vermutlich eine 

untergeordnete Rolle. Im Gegensatz zu den systemischen Aufgaben besitzen die 

IGFBPs in den Geweben auch lokale Aufgaben, die sich auf die Regulierung der IGF-

Wirksamkeit beschränken. Dies kann über die Bindung bzw. die Freigabe der IGFs 

sowohl eine Verstärkung als auch eine Verringerung der Wirkung bedeuten. 

Die IGFBPs übernehmen in den Organen auch eine Vielzahl IGF-unabhängiger 

Aufgaben. Darunter zählt zum Beispiel die über das IGFBP-1 und die RGD- (Arg-Gly-

Asp)-Sequenz vermittelte Steigerung der Zellmotilität und Zelladhäsion (Jones et al., 
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1993). Die RGD-Sequenz ist eine Subdomäne der C-terminalen Domäne der IGFBPs 

und befindet sich sowohl auf dem IGFBP-1 (Jones et al., 1993) als auch auf dem 

IGFBP-2 (Kuang et al., 2006; Tab. 2). Die RGD-Sequenz des IGFBP-1 kann an das 

Oberflächenmolekül α5β1-Integrin (Fibronektinrezeptor) binden. Dadurch wird eine 

Signalkaskade aktiviert, die wiederum diese Zelle zur Migration anregt. Auch IGFBP-2 

kann über die RGD-Sequenz IGF-unabhängig die Proliferation inhibieren und die 

Migration fördern (Schütt et al., 2004; Wang et al., 2006). Für die IGFBP-3 bis -6 

konnten in den letzten Jahren ebenfalls IGF-unabhängige Effekte nachgewiesen 

werden (Wright et al., 2002; Xu et al., 2004; Fu et al., 2007; Massoner et al., 2009; Lee 

et al., 2011). 

 

          Tabelle 2 RGD-Sequenz in der C-terminalen Domäne via IGFBP-1 und -2. 

IGFBP-1 178LPNCN KNGFYHSRQCETSMTGEA 

GLCWCVYPWNGKRIPGSPEIRGDPNC226 

IGFBP-2 222IPNCD KHGLYNLKQCKMSLNGQR 

GECWCVNPNTGKLIQGAPTIRGDPEC270 

aus Firth und Baxter, 2002. 
 

1.2.4.) IGF und Tumor 

Faktoren des IGF-Systems (Abb. 1) sind bei Patienten mit vorhandenem Tumorleiden 

oft verändert, so auch im Serum von Lungenkarzinompatienten (Shersher et al., 2011; 

Wang et al., 2013). Dies deutet auf eine wichtige Rolle des IGF-Systems bei der 

Entstehung und/oder Entwicklung von Tumoren hin. Obwohl sich die Serumwerte von 

Faktoren des IGF-Systems nicht als Tumormarker selbst eignen (Matuschek et al., 

2011) ist die Einflussnahme des IGF-Systems auf die Entstehung und/oder den 

Progress hinweisend beschrieben. So konnte in zahlreichen Studien ein direkter oder 

indirekter Zusammenhang zwischen Faktoren des IGF-Systems und dem Überleben 

oder dem Auftreten von Tumorerkrankungen nachgewiesen worden, so zum Beispiel 

beim Kolorektalen Karzinom (Pankaj et al. 2015), Prostatakarzinom (Correa et al., 

2015), Lungenkarzinom (Wang et al., 2013) sowie weiteren Tumorentitäten. Für die 

Tumorentwicklung ebenfalls von großer Bedeutung ist die Fähigkeit des Primärtumors 

zur Metastasenbildung. Diese Metastasenbildung wiederum wird durch 

migrationsfördernde Mechanismen ermöglicht. 

Komponenten des IGF-Systems tragen zur Migration von Zellen bei. Dies trifft 

auch auf Tumorzellen zu. So fördert beispielsweise IGF-I die Migration von Lungen-

karzinom- (Zelllinie A549; Kim et al., 2012) sowie Mammakarzinomzellen (Hollier et al., 
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2008). Am Beispiel der Mammakarzinomzellen wurde zudem konkret die Achse über 

den IGF-I/IGFBP/Vitronectin-Komplex beschrieben (Hollier et al., 2008). Auch das 

IGFBP-2 kann mit einer gesteigerten Zellmigration einhergehen, wie es am Beispiel 

von Zellen der akuten Leukämie gezeigt wurde (Chen et al., 2013). Die IGF-I-

vermittelte Zellmigration erfolgt über die PI3K-Signalkaskade, zu der auch Rac als 

Mitglied der Rho GTPase-Familie gehört. Rac beeinflusst wesentlich die Regulation 

des Zytoskeletts und somit auch die Migration von Zellen (Cancelas et al., 2006). 

1.3.) Hämatopoetische Stammzellen und endotheliale Progenitorzellen 

In den letzten circa 20 Jahren wurden hämatopoetische Stamm- (HSC) und 

endothelialen Progenitorzellen (EPC), ausgelöst durch die Arbeit von Asahara et al., 

1997, intensiv untersucht. Asahara et al., 1997 haben erstmals die Existenz von 

Progenitorzellen im Blut nachgewiesen, die mutmaßlich an der Gefäßneubildung 

beteiligt sind. Diese Zellen nannte man daher EPC (endothelial progenitor cell) 

genannt. Allerdings stellte sich heraus, dass diese so genannten EPCs eine Vielzahl 

an verschiedenen Zellen und Entwicklungsstufen umfassen. Eine genaue Definition 

dieser Zellen ist bis heute stark umstritten. Zudem werden die Begriffe EPC und HSC 

(hematopoietic stem cell) teilweise synonym verwendet. Trotz dieser fehlenden 

eindeutigen Begriffsdefinition gibt es zumindest eine Einteilung dieser Zellen anhand 

von definierten Oberflächenantigenen. 

Die Oberflächenantigene CD34, CD133 sowie VEGFR-2 sind die am häufigsten 

eingesetzten Marker zur Isolation endothelialer Progenitorzellen. Da Estes et al., 2010 

jedoch CD45 auf den CD34+/CD133+/VEGFR-2+-Zellen detektierten, handelt es sich 

bei diesen demnach um Zellen der hämatopoetischen Zelllinie und nicht um Zellen der 

endothelialen Zelllinie, welchen kein CD45 exprimieren sollten. Trotz dieser Erkenntnis 

ist eine Selektion CD45-positiver Zellen anhand der Oberflächenantigene CD34 und/ 

oder CD133 nach aktuellem Stand ausreichend, um zumindest Zellen mit potenziell 

proangiogenen Eigenschaften aus dem peripheren Blut zu isolieren (Rose et al., 2015) 

und für experimentelle Arbeiten zu kultivieren (Gammaitoni et al., 2003, Navarrete 

Santos et al., 2008). Ein vereinfachtes Modell wie man sich derzeit die Differenzierung 

der HSCs in Zellen mit proangiogenen Eigenschaften vorstellt, ist in Abbildung 3 

schematisch dargestellt. 

In dieser Arbeit wurden hämatopoetische Zellen (CD45+) anhand der 

Oberflächenantigene CD34 und CD133 isoliert und in drei Subpopulationen der HSC 

eingeteilt. Es handelt sich hierbei um die Stammzellpopulationen CD34+/CD133-, 

CD34+/CD133+ und CD34-/CD133+. Handgretinger et al., 2003 fanden heraus, dass 

CD133+-Stamm-zellen frühe Progenitorzellen darstellen. Hristov et al., 2003 konnten 
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aufzeigen, dass CD34+/CD133+-Stammzellen das Oberflächenantigen CD133 im 

Rahmen der Differenzierung verlieren und beginnen endotheliale Marker (z.B.: von-

Willebrand-Faktor) zu exprimieren. Hieraus ergibt sich eine mögliche Differenzierung 

innerhalb der endothelialen und hämatopoetischen Stamm- und Progenitorzellen 

(Abb. 3). Diese Theorie der Entwicklungsstadien anhand der Oberflächenantigene ist 

aber immer noch sehr vage und nicht hinreichend belegt, so dass es weiterhin 

Unklarheiten bezüglich der Differenzierungsstadien der hämatopoetischen Stamm- und 

Progenitorzellen gibt. 

 

 
Abbildung 3  Differenzierung hämatopoetischer Stammzellen. 

(modifiziert nach  Urbich und Dimmeler, 2004 und Timmermans et al., 2009) 
Nach aktuellem Stand der Wissenschaft entstehen aus der mesodermalen Stammzelle 
sowohl Zellen der endothelialen Linie (EPC, CEPC, EC) als auch Zellen der 
hämatopoetischen Linie (HSC, PAC). Die Existenz einer gemeinsamen Vorstufe, des 
Hämangioblasten, ist derzeit nicht gesichert und wird kontrovers diskutiert. Eine 
Unterscheidung zwischen endothelialer und hämatopoetischer Zelle anhand des 
Oberflächenmarkers CD45 wird derzeit ebenfalls kontrovers diskutiert.  
Die in dieser Arbeit untersuchten Stammzellpopulationen entsprechen dem Stadium 
der HSC und können mutmaßlich in frühe und späte HSC unterschieden werden. 
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1.4.) Lungenkarzinom 

Das Lungenkarzinom zählt zu den malignen Tumoren und ist der häufigste Tumor der 

Lunge. Bei den Männern stellt er deutschlandweit die häufigste und bei den Frauen 

deutschlandweit die dritthäufigste Krebstodesursache dar (Goeckenjan et al., 2011). 

Der größte Risikofaktor für die Entstehung des Lungenkarzinoms ist der regelmäßige 

Zigarettenkonsum. Ihm werden 90 % aller Lungenkarzinome zugeschrieben. Zu den 

weiteren Risikofaktoren des Lungenkarzinoms zählen Karzinogene (z.B.: Asbest, 

polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe), Vorerkrankungen (z.B.: Kavernen-

karzinom) und eine genetische Prädisposition. Die Prognose und die Art der Therapie 

sind von mehreren Faktoren abhängig. Zu diesen Faktoren zählt unter anderem die 

Einordnung des Lungenkarzinoms in verschiedene histologische Subtypen (Tab. 3). 

 

         Tabelle 3 Verteilung histologischer Subtypen des Lungenkarzinoms. 

histologischer Subtyp Zelllinien (Bsp.) Häufigkeit 

SCLC Kleinzelliges Lungenkarzinom DMS79 15 - 20 % 

Plattenepithelkarzinom A549 30 - 40 % 

Adenokarzinom H358 25 - 35 % 

NSCLC 

Großzelliges Lungenkarzinom H810 < 10 % 

 Andere (z.B. squamös) H520  

nach Hammerschmidt und Wirtz, 2009; SCLC = small cell lung cancer, 
NSCLC = non small cell lung cancer. 

 

Hierbei stellt die histologische Einordnung des Lungenkarzinoms in SCLC (small 

cell lung cancer) bzw. NSCLC (non-small cell lung cancer) die wichtigste Einteilung 

dar. Ebenfalls für Prognose und Therapie relevant ist eine Einteilung des 

Lungenkarzinoms in verschiedene Stadien der Erkrankung, welche nach der TNM-

Klassifikation erfolgt (Mirsadraee et al., 2012). 

Das Lungenkarzinom besitzt unter den Tumorerkrankungen eine vergleichend 

schlechte Prognose. Daher wird dieses intensiv erforscht und die Therapieoptionen 

stets optimiert. Zelllinien, die den jeweiligen histologischen Subtyp repräsentieren 

(Tab. 3), sind dabei integrativer Bestandteil der Forschung. Zudem sind weitere 

Bestandteile des soliden Tumors (Tumorstromas), zu denen Fibroblasten, 

Endothelzellen und Monozyten gehören, in den Mittelpunkt der Tumorforschung 

gerückt. So haben beispielsweise Bartling et al., 2008 festgestellt, dass stromale 

Lungenfibroblasten die Wirkung des Chemotherapeutikums Paclitaxel hemmen. Da die 

Fibroblasten im Allgemeinen einen fördernden Einfluss auf die Entstehung und den 

Progress des Lungenkarzinoms zu besitzen scheinen (Krtolica et al., 2001; Parrinello 
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et al., 2005), wurden in der vorliegenden Arbeit neben den Lungenkarzinomzelllinien 

auch Fibroblasten der Lunge untersucht. 

In den letzten Jahren sind in der Grundlagenforschung bedeutende Fortschritte 

bezüglich der Tumorresistenzen bzw. -rezidive nach Chemotherapie erzielt worden. 

Trotz Eradikation des Tumors zum Beispiel mittels Operation, Chemotherapie, 

und/oder Strahlentherapie und guten Ansprechens der Patienten auf diese Therapie 

treten immer wieder Rezidive oder Fernmetastasen auf. Eine wahrscheinliche Ursache 

hierfür sind sogenannte Tumorstammzellen (cancer stem cells; zur Übersicht Ajani et 

al., 2015), die ebenfalls Bestandteil des Tumorstromas sein können. Diese sind 

resistent gegenüber der herkömmlichen Therapie und ermöglichen so eine erneute 

Progression des Tumors. Tumorstammzellen wurden für verschieden Tumorentitäten 

nachgewiesen, so zum Beispiel für Karzinome der Leber (HCC, Ma et al. 2008), des 

Pankreas (Li et al., 2007), des Kolorektums (Dalerba et al., 2007) und der Lungen 

(Eramo et al., 2008). Zum Nachweis der Tumorstammzellen konnten Oberflächen-

antigene bestimmt werden (zur Übersicht Ajani et al., 2015). Eines der bedeutendsten 

Oberflächenantigene der Tumorstammzellen lautet CD133, das zugleich ein 

Oberflächenantigen der HSCs ist (Abb. 3). 

1.4.1.) Tumorprogress solider Tumore 

Die Gefäßneubildung ist ein entscheidender Faktor bei der Progression solider 

Tumore. Bisher ging man davon aus, dass postnatale Gefäßneubildungen immer 

mittels Angiogenese geschehen und sich somit aus bestehenden Gefäßen entwickeln. 

In den letzten Jahren verdichteten sich jedoch Hinweise, dass auch die bis dato nur 

während der embryonalen Neovaskularisierung bekannte Vaskulogenese, einen Anteil 

daran haben könnte (Janic und Arbab, 2010). Während dieser Vaskulogenese 

entstehen Gefäße im Rahmen einer de novo-Gefäßneubildung. Sowohl die 

Angiogenese als auch die Vaskulogenese würden demnach ebenfalls bei dem 

Lungenkarzinom eines adulten Patienten anzutreffen sein. Es wird angenommen, dass 

neben den reifen Endothelzellen und deren Progenitorzellen auch HSCs bzw. PACs im 

Tumorgewebe an der Gefäßbildung beteiligt sind (zur Übersicht Asahara et al., 2011; 

Richardson und Yoder, 2011). So wiesen Hilbe et al., 2004 eine erhöhte Anzahl an 

Progenitorzellen teilweise im Bereich entstehender Kapillargefäße im histologisch 

aufgearbeiteten Lungengewebe von NSCLC-Patienten nach und Dome et al., 2006 

zeigte eine erhöhte Konzentration zirkulierender Progenitorzellen im peripheren Blut 

von NSCLC-Patienten auf. Weiterhin konnten Sun et al., 2012 die Beteiligung von 

Progenitorzellen an der Tumorvaskulogenese von Hepatozellulären Karzinomen 
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nachweisen. In allen letztgenannten Arbeiten ist keine sichere Differenzierung 

zwischen endothelialen und hämatopoetischen Progenitorzellen erfolgt. 

Man kann zudem davon ausgehen, dass Tumorzellen und/oder stromale Zellen 

des Tumors, wie beispielsweise Fibroblasten, durch Sekretion löslicher Faktoren 

angrenzende Zellen des Nichttumorgewebes modulieren und so die Tumorexpansion 

weiter fördern (zur Übersicht Bremnes et al., 2011a, 2011b). Auch Tumorassoziierte 

Makrophagen (TAM; tumor-associated macrophages), welche teilweise einen 

hämatopoetischen Ursprung haben (Davies et al., 2013), können einen Tumorprogress 

fördern. Während die so genannten "klassischen" M1 Makrophagen antitumoral wirken, 

bewirken hingegen die M2 Makrophagen einen Tumorprogress beispielsweise über die 

Steigerung der Angiogenese oder die Hemmung der Immunantwort (zur Übersicht 

Chanmee et al., 2014). 

1.5.) Zielstellung 

Das Ziel dieser Arbeit war es, den Einfluss von Lungenkarzinomzellen sowie 

Lungenfibroblasten als essentielle Komponenten des Lungenkarzinoms auf die 

Migration hämatopoetischer Stammzellen, die sich potentiell zu Endothelzellen 

weiterdifferenzieren können, aus dem Blut nachzuweisen. Im Falle eines fördernden 

Einflusses sollte die Bedeutung von löslichen Faktoren des IGF-Systems untersucht 

werden. 
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2.) Material und Methoden 

2.1.) Materialien 

2.1.1.) Chemikalien 

Agarose Biozym Scientific GmbH, Oldendorf, 

 Deutschland 

Anchor Primer Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland 

Antikörper FITC-konj. CD34-AK (hum.) Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, 

 Deutschland 

Antikörper CD133 Micro Bead Kit (hum.) Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, 

 Deutschland 

Antikörper PE-konj. CD133/2-AK (hum.) Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, 

        (293C3) Deutschland 

BSA Perbio Science GmbH, Bonn, Deutschland 

BSA Fraktion V Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, 

 Deutschland 

DAPI Molecular Probes, Leiden, Niederlande 

DMEM (4,5 g/l Glucose) Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland 

DNA-Leiter Gene Ruler™ 50 bp  Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, 

 Deutschland 

dNTP Mix Promega GmbH, Mannheim, Deutschland 

EDTA-Na2 (Titriplex) Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 

Essigsäure (100 %) Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

 Deutschland 

Ethanol (96 %) Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

 Deutschland 

Ethidiumbromid (1µl/100ml) Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 

Ficoll C.C.Pro GmbH, Oberlorda, Deutschland 

Gentamicin (50 mg/ml) Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland 

Glycergel®-Mounting Medium Dako, Glostrup, Dänemark 

IGF/IGFBP R&D Systems GmbH, Wiesbaden, 

 Deutschland 

IMDM Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland 

Methanol (100 %) Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, 

 Deutschland 
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Orange G Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 

Penicillin-Streptomycin Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland 

PCR-Master-Mix Promega GmbH, Mannheim, Deutschland 

Primer (IGF, IGFBP, 18S rRNA) Biomers.net GmbH, Ulm, Deutschland 

Random Primer Promega GmbH, Mannheim, Deutschland 

rh FLT-3 Ligand CellGenix Technologie Transfer GmbH, 

 Freiburg, Deutschland 

rh SCF CellGenix Technologie Transfer GmbH, 

 Freiburg, Deutschland 

rh TPO CellGenix Technologie Transfer GmbH, 

 Freiburg, Deutschland 

RNase-Free DNase Set Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland 

Superscript® II Reverse Transcriptase Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland 

Tris ultrapure AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland  

Trizol® Reagenz Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland 

Trypsin-EDTA (10 ×) Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland 

2.1.2.) Verbrauchsmaterialien 

Deckgläser Menzel Gläser, Braunschweig, Deutschland 

Objektträger Menzel Gläser, Braunschweig, Deutschland 

Einmal-Skalpell Cutfix Braun Melsungen AG, Melsungen, 

Deutschland 

FACS Tubes Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, 

 Deutschland 

Serologische Pipetten (5, 10, 25 ml) TPP, Trasadingen, Schweiz 

Plastikware (Zellkulturschalen etc.) TPP, Trasadingen, Schweiz 

RNA-Isolations-Kit (RNeasy Micro Kit) Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland 

RNA-Isolations-Kit (RNeasy Mini Kit) Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland 

Zellkultur-Einsätze ThinCert™ Greiner Bio-One GmbH, Frickenhasuen 

         (Porengröße 0,4; 3 und 8 µm) Deutschland 

2.1.3.) Geräte 

Auflichtmikroskop Eclipse Nikon GmbH, Düsseldorf, Deutschland 

Brutschrank Hera Cell Schütt Labortechnik, Göttingen, 

 Deutschland 

Durchflusszytometer FACSCalibur Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, 

 Deutschland 
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Elektrophoresekammer Wide Mini-Sub Bio-Rad Laboratories GmbH, München, 

         Cell GT System Deutschland 

Eismaschine AF100 Scotsman Ice Systems, Mailand, Italien  

Mikrowelle Micromat AEG, Frankfurt am Main, Deutschland 

Mini-Auto MACS Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, 

 Deutschland 

Fluoreszenzmikroskop Axiovert 200M Carl Zeiss Jena GmbH, Jena, Deutschland 

Casy®-Zellzähler Modell TTC Schärfe System GmbH, Reutlingen, 

 Deutschland 

Chemieluminiszenz- und Fluoreszenz- Fujifilm Europe GmbH, Düsseldorf,  

         detektor LAS-3000 Deutschland 

Homogenisator Ultra-Turrax T8 IKA® Werke GmbH & CO. KG, Staufen,

 Deutschland 

Kühlschrank 4 °C Kirsch, Offenburg, Deutschland 

Kühlschrank 4 °C Liebherr-International Deutschland GmbH, 

 Biberach an der Riss, Deutschland 

Pipettierhilfe Pipet-Aid XP Drummond, Broomall, PA, USA 

Präzisionswaage TE 1502S Sartorius AG, Göttingen, Deutschland 

Research Pipetten Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Sicherheitswerkbank Hera Safe Schütt Labortechnik, Göttingen, 

 Deutschland 

Spannungsquelle für Elektrophorese Biometra, Göttingen, Deutschland 

         Powerpack 25 

Spektrophotometer Nanodrop® ND-1000 Fisher Scientific GmbH, Schwerte, 

 Deutschland 

Thermomixer 5436 Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

TRIO-Thermoblock Biometra, Göttingen, Deutschland 

Vortexer Vortex Genie 2 Scientific Industries, New York, USA 

Zellsortierer FACSVantage SE Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, 

 Deutschland 

Zentrifuge Biofuge fresco Heraeus Sepatech GmbH, Osterode, 

 Deutschland 

Zentrifuge Biofuge stratos Heraeus Sepatech GmbH, Osterode, 

 Deutschland 

Zentrifuge Varifuge 3.0R Heraeus Sepatech GmbH, Osterode, 

 Deutschland 



15 

2.1.4.) Auswertungssoftware 

Aida Image Analyzer Version 3.51 Raytest GmbH, Straubenhardt, Deutschland 

BD FACSDiva Version 5.0.3 Becton Dickinson GmbH, Heidelberg,  

 Deutschland 

BD Cell Quest Pro Version 4.0 Becton Dickinson GmbH, Heidelberg,  

 Deutschland 

Image Reader LAS-3000 Version 1.1 Fujifilm Europe GmbH, Düsseldorf,  

 Deutschland 

MetaMorph Version 6.1r6 Universal Imaging Corp., Downingtown,  

 PA, USA 

Microsoft Office Paket 2003 Microsoft Deutschland GmbH,  

 Unterschleißheim, Deutschland 

2.2.) Methoden 

2.2.1.) Zellkultivierung 

Es wurden die humanen Lungenkarzinomzelllinien National Cancer Institute (NCI)-

H358 und NCI-H322 sowie die primären humanen Lungenfibroblasten Wistar Institute 

(WI)-38 (ATCC; Manassas, VA, USA) verwendet. Die Lungenkarzinomzelllinien leiten 

sich von einem Nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom (NSCLC; non-small cell lung 

carcinoma) ab und sind adhärente Zellen. Die WI-38-Fibroblasten stammen von einer 

fetalen Lunge. Alle Zelllinien wurden in Dulbecco’s modified Eagle medium (DMEM) 

unter Zusatz von 10 % fetalem Kälberserum (FCS) und Antibiotika (100 U/ml Penicillin, 

100 µg/ml Streptomycin) im Brutschrank bei 37 °C und 10 % CO2 in einer 

wasserdampfgesättigten Umgebung kultiviert und unter sterilen Bedingungen nach drei 

bis vier Tagen passagiert. Dazu wurden die Zellen zunächst mit 1 × phosphate-

buffered saline (PBS)-Lösung gewaschen und anschließend durch Zugabe von 

1 × Trypsin-EDTA-Lösung vom Boden der Zellkulturschalen abgelöst. Die Reaktion 

wurde durch Zugabe von DMEM/10 % FCS-Lösung beendet. Nach der Zellzählung im 

Casy®-Zellzähler wurden ca. 1,3 × 104 Zellen/cm2 (NCI-H358, NCI-H322) und 7,5 × 103 

WI-38-Zellen/cm2 erneut in DMEM/10 % FCS ausgesetzt. 

 

DMEM 

 

DMEM mit 4,5 g/l Glukose, 4 mM L-Glutamin und 

1 mM Pyruvat 

1 × Trypsin-EDTA-Lösung 1 Vol. 10 × Trypsin-EDTA (5 g/l Trypsin, 2 g/l  

   Na4-EDTA) 
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9 Vol. 1 × PBS 

1 × PBS 

 

137 mM NaCl 

2,7 mM KCl 

4,3 mM Na2HPO4 

1,4 mM KH2PO4 

(mit HCl auf pH 7,4 eingestellt) 

 

2.2.2.) Stammzellisolierung, -kultivierung und -sor tierung 

Die humanen hämatopoetischen Stammzellen wurden aus dem Buffy Coat-Blut 

freiwilliger Spender isoliert. Die Isolierung und experimentelle Verwendung der 

hämatopoetischen Zellen wurde zuvor von der Ethik-Kommission der Medizinischen 

Fakultät der Martin-Luther-Universität Halle-Wittenberg genehmigt. Für die 

Stammzellisolierung wurde das Buffy Coat-Blut zunächst mit magnetic-activated cell 

sorting (MACS)-Puffer verdünnt, anschließend vorsichtig auf eine Ficoll-Lösung 

(Dichte = 1,077 g/ml) im Zentrifugenröhrchen geschichtet und zentrifugiert (35 min bei 

400 g ohne Bremse). Im Ergebnis erhielt man durch den Aufbau eines Ficoll-

Dichtegradienten eine Auftrennung des Buffy Coat-Blutes nach Zellbestandteilen 

(Abb. 4).  

 

 
Abbildung 4 Auftrennung des Buffy Coat-Blutes. 

Nachdem das Buffy Coat-Blut auf eine Ficoll-Lösung geschichtet und zentrifugiert 
wurde, entstand eine Auftrennung durch den Ficoll-Dichtegradienten. In der oberen 
Schicht befindet sich das Plasma, welches ebenso verworfen wird wie die Erythrozyten 
der unteren Schicht. In der mittleren Schicht befinden sich mononukleäre Zellen, zu 
denen auch die CD34-exprimierenden hämatopoetischen Stammzellen gehören. 

 

Die Zellbestandteile der mittleren Schicht, welche die mononukleären Zellen 

enthielt, wurden entnommen und anschließend in mehreren Schritten aufgereinigt. 

Dazu wurde die mittlere Schicht mit MACS-Puffer verdünnt und erneut zentrifugiert 

(10 min bei 400 g). Das erhaltene Zellpellet wurde in MACS-Puffer resuspendiert und 

dann durch einen Zellfilter (30 µm Porengröße) pipettiert, um Zellaggregate zu 

entfernen. Die erhaltene Zellsuspension wurde erneut mit MACS-Puffer verdünnt, 
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zentrifugiert (5 min bei 320 g) und in einem Volumen von 300 µl in MACS-Puffer 

aufgenommen. Aus diesen aufgereinigten mononukleären Zellen wurden anschließend 

hämatopoetische Stammzellen, welche das Oberflächenantigen CD34 exprimierten, 

mittels MACS-Technik isoliert. Dazu wurden die Zellen in 300 µl MACS-Puffer zunächst 

mit 100 µl Fcɣ-Block-Reagenz versetzt und für 2 min bei Raumtemperatur inkubiert, um 

unspezifische Antikörperbindungen zu blockieren. Danach wurden 100 µl der 

Magnetbead-konjugierten CD34-Antikörper zugegeben und im Dunkeln inkubiert 

(30 min bei 4 °C). Nach der Inkubation wurden die Zellen abzentrifugiert (5 min bei 

320 g) und anschließend in 1 ml MACS-Puffer resuspendiert. Die Isolierung der CD34-

exprimierenden hämatopoetischen Stammzellen aus der Zellsuspension erfolgte durch 

das Mini-MACS-System nach Anleitung des Herstellers. Die isolierten CD34+-

Stammzellen wurden in Zentrifugenröhrchen aufgefangen, zentrifugiert (5 min bei 

320 g) und in 1 × PBS gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation wurden die Zellen in 

Iscove’s modified Dulbecco’s medium (IMDM) unter Zusatz von Antibiotika (50 U/ml 

Penicillin, 50 µg/ml Streptomycin), 10 % FCS und definierten Wachstumsfaktoren (WF; 

s.u.) aufgenommen und bei einer Zelldichte von 1 - 2 × 105 Zellen/cm2 auf mehrere 

Vertiefungen einer 12er-Multizellkulturschale verteilt. Die Zellzählung erfolgte durch 

den Casy®-Zellzähler. Anschließend wurden die CD34+-Stammzellen im Brutschrank 

bei 37 °C und 5 % CO2 in einer wasserdampfgesättigten Umgebung für sieben Tage 

kultiviert. 

Nach der Kultivierung der CD34+-hämatopoetischen Stammzellen wurden diese 

vom Boden der 12er-Multizellkulturschale gelöst und abzentrifugiert (5 min bei 400 g). 

Das Zellpellet wurde in 1 × PBS gewaschen, wiederum zentrifugiert und in 50 µl 

1 × PBS aufgenommen. Anschließend wurden die hämatopoetischen Stammzellen 

entsprechend ihrer Expression der Zelloberflächenantigene CD34 und/oder CD133 

mittels der fluorescence-activated cell sorting (FACS)-Technik sortiert. Dazu wurden 

die Zellen zunächst mit 20 µl Fcɣ-Block-Reagenz versetzt, um unspezifische 

Antikörperbindungen zu blockieren, und für 2 min bei Raumtemperatur inkubiert. 

Anschließend wurden 10 µl des Fluoresceinisothiocyanat (FITC)-konjugierten CD34-

Antikörpers und des Phycoerythrin (PE)-konjugierten CD133/2-Antikörpers hinzugefügt 

und im Dunkeln inkubiert (45 min bei 4 °C). Nach der Inkubation wurden die Zellen 

abzentrifugiert (5 min bei 320 g) und anschließend in 3 ml 1 × PBS resuspendiert. Die 

resuspendierten Zellen wurden im FACSVantage in drei Populationen (CD34+/CD133−, 

CD34+/CD133+, CD34−/CD133+) sortiert (BD FACSDiva Software Version 5.0.3). Als 

negative Kontrolle dienten Zellen, die nicht mit Antikörpern markiert worden sind. Die 

drei Zellpopulationen wurden in IMDM aufgefangen, in 1 × PBS gewaschen, mit dem 
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den Casy®-Zellzähler gezählt und anschließend in DMEM für die weitere Verwendung 

aufgenommen. 

 

MACS-Puffer 1 × PBS 

2 mM Na2-EDTA 

0,5 % bovine serum albumine (BSA) 

IMDM  IMDM mit 4 mM L-Glutamin und 25 mM HEPES 

WF 100 ng/ml rh stem cell factor (SCF) 

100 ng/ml rh FMS-like tyrosine kinase 3 ligand (Flt-3L) 

10 ng/ml rh Interleukin (IL)-6 

10 ng/ml rh Thrombopoetin (TPO) 

 

2.2.3.) Durchflusszytometrie 

Die Durchflusszytometrie dient unter anderem der Messung bestimmter Antigene auf 

der Oberfläche von Zellen. Dazu werden die Zellen mit spezifischen Antikörpern 

versehen, welche nach Bindung an das für sie spezifische Antigen nach Anregung 

Fluoreszenzlicht einer bestimmten Wellenlänge aussenden. Dieses Fluoreszenzlicht 

wird durch Detektoren erfasst. Bei den Zellen dieser Arbeit handelte es sich um 

hämatopoetische Stammzellen, welche die Antigene CD34 und/oder CD133 

exprimieren. Die jeweiligen Stammzellen wurden hierbei aus den 12er-

Multizellkulturschalen gelöst, in ein Zentrifugenröhrchen überführt und zentrifugiert 

(5 min bei 400 g). Anschließend wurden die Zellen in 1 × PBS gewaschen und erneut 

zentrifugiert (5 min bei 400 g). Das erhaltene Zellpellet wurde in 25 µl 1 × PBS 

resuspendiert. Anschließend wurden die Zellen mit 10 µl Fcɣ-Block-Reagenz versetzt 

und für 2 min bei Raumtemperatur inkubiert, um unspezifische Antikörperbindungen zu 

blockieren. Dann wurden jeweils 5 µl FITC-konjugierte CD34-Antikörper und PE-

konjugierte CD133/2-Antikörper hinzugefügt und im Dunkeln inkubiert (15 min bei 

4 °C). Nach der Inkubation wurden 300 µl 1 × PBS hinzugefügt und die Proben am 

FACSCalibur Durchflusszytometer vermessen. 

2.2.4.) Indirekte Kokultur 

Bei der indirekten Kokultur wurden die Oberflächenantigene (CD34 und CD133) der 

drei Populationen humaner hämatopoetischer Stammzellen (CD34+/CD133−, 

CD34+/CD133+ und CD34−/CD133+) nach 24-stündiger Kultivierung in DMEM ohne 

FCS überprüft, um zu erkennen inwiefern sich die Oberflächenantigenexpression im 
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Verlauf der Transwell-Assays verändert. Dazu wurden je 5 × 104 

Lungenkarzinomzellen (H358 bzw. H322) oder 4 × 104 Fibroblasten (WI-38) in 

Transwell-Einsätze (Porengröße 0,4 µm) vorgelegt. Nach Erreichen der Konfluenz 

wurden die Transwell-Einsätze in Vertiefungen einer 12er-Multizellkulturschale 

platziert, in denen sich jeweils 1 200 Zellen/cm2 CD34+/CD133+- und CD34−/CD133+- 

oder je 800 Zellen/cm2 CD34+/CD133–-Stammzellen befanden. Durch die poröse 

Membran der Transwell-Einsätze war ein direkter Kontakt zwischen den Zellen 

ausgeschlossen, ein Austausch über das Medium jedoch weiterhin möglich. Nach 24-

stündiger Kokultur wurden die hämatopoetischen Stammzellen mittels 

Durchflusszytometrie auf die Expression der Oberflächenantigene untersucht (2.2.3.). 

2.2.5.) Transwell-Assay 

Die Migration der hämatopoetischen Stammzellen wurde mit Hilfe des sogenannten 

Transwell-Assays untersucht (Abb. 5). Bei diesen Assays wird erfasst, inwiefern 

bestimmte Zellpopulationen durch spezifische Einflussfaktoren in der Lage sind, durch 

die Poren einer Membran mit definierter Porengröße (hier 3 bzw. 8 µm) zu migrieren 

(nach Kränkel et al., 2005). Die Wahl der Porengröße ist abhängig von der Größe der 

zu untersuchenden Zellen. Die migrierenden Zellen befinden sich in den Transwell-

Einsätzen und die potentiell migrationsfördernden Faktoren in den Vertiefungen der 

12er-Multizellkulturschale. In dieser Arbeit wurden zwei unterschiedliche 

Versuchsanordnungen gewählt (A: indirekte Kokultur und B: Einzelfaktoren; Abb. 5). 

Bei den Assays mit der indirekten Kokultur befinden sich Fibroblasten bzw. 

Lungenkarzinomzellen in den Vertiefungen der 12er-Multizellkulturschale, welche 

potenziell migrationsfördernde Faktoren freisetzen (Abb. 5A). Bei den Einzelfaktoren-

Assays befinden sich in den Vertiefungen lediglich die rh Faktoren (Abb. 5B). Alle 

Zellen bzw. rh Faktoren befinden sich in DMEM ohne FCS. In dem in dieser Arbeit 

durchgeführten Transwell-Assay wurden die drei Populationen der hämatopoetischen 

Stammzellen auf ihre Migration hin untersucht. Es wurden 1 × 104 Stammzellen je 

Transwell-Einsatz ausgesetzt. 

Bei den Kokultur-Assays wurden die Lungenzellen (H358, H322 und WI-38) in 

den Vertiefungen in DMEM/10 % FCS mit einer Konzentration von 3,6 × 104 Zellen/cm2 

ausgesetzt (Abb. 5A). Da hierbei jeweils eine Lungenzellart verwendet wurde, handelte 

es sich um Mono-Kokulturen. Neben diesen wurden auch Bi-Kokulturen verwendet. 

Diese Bi-Kokulturen bestanden aus drei Teilen Lungenkarzinomzellen (H358 oder 

H322) und einem Teil Fibroblasten (WI-38). Dies geschah, da die Fibroblasten in vivo 

einen essentiellen Bestandteil des Lungengewebes darstellen. Nach Erreichen der 

Zellkonfluenz wurde das Medium durch 1,5 ml DMEM ohne FCS ersetzt. Anschließend 
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wurden die Transwell-Einsätze in den Vertiefungen der Multizellkulturschale platziert. 

In diese Transwell-Einsätze wurden jeweils 1 × 104 hämatopoetische Stammzellen in 

DMEM ohne FCS überführt und auf 500 µl aufgefüllt. In der Negativkontrolle wurden 

keine Lungenkarzinomzellen bzw. Fibroblasten kokultiviert. 

 

 

Abbildung 5  Versuchsanordnung des Transwell-Assays. 

Versuchsanordnung A stellt die indirekte Kokultur dar. In dieser wurden 
Lungenkarzinomzellen (H358 bzw. H322) bzw. Fibroblasten (WI-38) subkonfluent in 
den Vertiefungen der 12er-Multizellkulturschale ausgesetzt. Nach Erreichen der 
Konfluenz wurden Transwell-Einsätze mit definierter Porengröße (3 bzw. 8 µm) 
platziert und jeweils 1 × 104 Stammzellen hinzugefügt. Nach 2 h (8 µm) bzw. 24 h 
(3 µm) wurden diejenigen Stammzellen fixiert und gezählt, die in die Membran der 
Transwell-Einsätze migriert sind (nach Kränkel et al., 2005). In Versuchsanordnung B 
wurden die Karzinomzellen und Fibroblasten durch Einzelfaktoren ersetzt, welche in 
ihrer Konzentration humanen Serumwerten entsprechen (Tab. 4). 
 

Die zweite Versuchsanordnung beinhaltete rh Faktoren des IGF-Systems 

(Abb. 5B). Sie wurden statt der Lungenzellen in den Vertiefungen entsprechend der 

Konzentration ausgesetzt, die den humanen Serumkonzentrationen in vivo 

entsprechen (Tab. 4). Da die rh Faktoren nach den Angaben der Herstellers in 

0,1%iger BSA-Lösung aufgenommen und gelagert werden mussten, wurde den 

Kontrollen die gleiche BSA-Konzentration zugesetzt. 
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         Tabelle 4 Rekombinante humane (rh) Faktoren des IGF-Systems für Transwell- 

         Assays. 

rh Faktoren Konzentration (ng/ml) Referenzen 

IGF-I 100, 250, 500 Yu et al., 1999, Krsek et al., 2002 

IGFBP-2 100, 500, 900 Yu et al., 1999, Krsek et al., 2002 

IGFBP-3 2000, 3000 Yu et al., 1999, Krsek et al., 2002 

IGFBP-4 250, 500, 750 Yamaguchi et al., 2006 

IGFBP-6 100, 250, 500 Yu et al., 1999, Krsek et al., 2002 

 

Nach Beendigung des Transwell-Assays wurden diejenigen Zellen fixiert und 

ausgezählt, welche aktiv in die Poren der Membran gewandert waren, da die 

Zellstrukturveränderung, welche zum aktiven Passieren der Poren erforderlich ist, zu 

diesem Zeitpunkt bereits geschehen war. Versuchsanordnungen ergaben eine 

Zeitdauer von zwei Stunden bei den Transwell-Assays mit einer Membranporengröße 

von 8 µm und 24 Stunden bei einer Membranporengröße von 3 µm. Zum Fixieren der 

Stammzellen wurden die Einsätze zunächst zweimal in 1 × PBS gewaschen. Danach 

wurden sie für ca. 5 min in Methanol fixiert und anschließend wieder zweimal in 

1 × PBS gewaschen. Nun konnten die Zellen gefärbt werden. Dazu wurden die 

Transwell-Einsätze in einer 4’,6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI)-Lösung (1 µg/ml in 

1 × PBS) für 10 min im Dunkeln inkubiert und anschließend wieder zweimal in 1 × PBS 

gewaschen. Der Fluoreszenzfarbstoff DAPI markiert die Zellkerne aufgrund seiner 

Färbung der genomischen DNA. Nach der Färbung wurden die Poren-Membranen der 

Einsätze mit einem Einmal-Skalpell entnommen und mittels Glycergel®-Mounting 

Medium auf einem Objektträger eingebettet. Die Zellzahl wurde unter dem 

Fluoreszenzmikroskop (Axiovert 200M; Anregung/Emission 365/465 nm) durch 

Auszählung der fluoreszierenden Zellkerne ermittelt. Die Anzahl der Zellen, die durch 

die Membran hindurch migriert sind, wurde mittels Durchflusszytometrie am 

FACSCalibur kontrolliert (siehe 2.2.3.). 

2.2.6.) RNA-Isolation 

Die Gesamt-RNA wurden aus den untersuchten Lungenkarzinomzellen und 

Fibroblasten mit Trizol-Reagenz isoliert. Dazu wurden die Zellen mit 1 ml Trizol-

Reagenz im Homogenisator Ultra-Turrax T8 aufgeschlossen und anschließend mit 

0,2 ml Chloroform versetzt. Nach dem Durchmischen wurde die Suspension für 3 min 

bei Raumtemperatur bis zur Phasentrennung inkubiert und dann zentrifugiert (15 min 

bei 12 000 g). Es entstand eine Auftrennung in drei Phasen (Abb. 6). Die RNA befand 
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sich in der oberen, wässrigen Phase und musste ausgefällt werden. Diese obere 

Phase wurde dafür abgenommen, mit 0,5 ml Isopropanol gemischt, 10 min bei 4 °C 

inkubiert und anschließend zentrifugiert (10 min bei 12 000 g). Danach wurde das 

RNA-haltige Pellet gewaschen. Dazu wurde es in 1 ml 75 %igen Ethanol resuspendiert 

und zentrifugiert (5 min bei 7 500 g). Nach Entfernung des Ethanols wurde das Pellet in 

100 µl DEPC-behandeltem Wasser gelöst. 

Anschließend erfolgte die Aufreinigung der RNA mittels RNeasy Mini-Kit. Die 

RNA-Probe wurde zunächst mit 350 µl RLT-Puffer versetzt, gemischt und dann mit 

250 µl Ethanol (96 %) versehen. Diese Probenlösung wurde auf eine RNeasy-Mini-

Säule gegeben, welche in ein 2 ml-Zentrifugenröhrchen platziert wurde, und danach 

zentrifugiert (15 s bei 8 000 g). Die RNA befand sich nun auf der Säule, während alle 

Zentrifugate verworfen wurden. Zum Waschen der Probe wurden 500 µl RPE-Puffer 

auf die Säule gegeben und dann zentrifugiert (15 s bei 8 000 g). Dieser Schritt wurde 

mit einer 2-minütigen Zentrifugation wiederholt. Nachfolgend wurde die RNA von der 

Säule eluiert. Hierzu wurde die Säule in ein 1,5 ml-Zentrifugenröhrchen platziert, 40 µl 

DEPC-behandeltes Wasser auf die Säule pipettiert und anschließend zentrifugiert 

(1 min bei 8 000 g). Die RNA befand sich nun in dem DEPC-behandelten Wasser. 

 

 

Abbildung 6  RNA-Isolierung mit Trizol-Reagenz. 

 

Mit der gerade beschriebenen Prozedur wurde ebenfalls die RNA der Kontrollen 

isoliert. Es handelte sich dabei um einen Mix aus jeweils 16 Proben, die sowohl aus 

physiologischem als auch aus neoplastischem Tumorgewebe entnommen wurden 

(Bartling et al., 2005). Die RNA-Isolation aus den hämatopoetischen Stammzellen 

erfolgte nach einwöchiger Kultivierung der hämatopoetischen Stammzellen und 

anschließender Sortierung in die beiden Populationen CD34+/CD133- und CD34-

/CD133+. Die RNA wurde mit dem RNeasy Micro Kit nach dem Protokoll des 

Herstellers isoliert. Zunächst wurden beide Stammzellpopulationen abzentrifugiert 

(5 min bei 300 g). Das Zellpellet wurde in 75 µl RLT-Puffer (10 µl β-Mercaptoethanol je 

1 ml RLT-Puffer hinzugefügt) lysiert und anschließend für 30 s mit dem Ultra-Turrax 

gemischt. Dann wurden 75 µl 70%iger Ethanol hinzugefügt. Jetzt wurde die Probe auf 

eine RNeasy MinElute-Säule überführt, welche in ein 2 ml-Zentrifugenröhrchen 
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platziert wurde, und zentrifugiert (15 s bei 8 000 g). Im nächsten Schritt wurden 350 µl 

RW1-Puffer auf die RNeasy MinElute-Säule gegeben und erneut zentrifugiert (15 s bei 

8 000 g). Anschließend wurden 80 µl DNase I-Lösung (70 µl RDD-Puffer und 10 µl 

DNase I) auf die Säule pipettiert und die Säule für 15 min bei 25 °C im Thermomixer 

5436 inkubiert. Danach wurden wiederum 350 µl RW1-Puffer auf die RNeasy MinElute-

Säule gegeben und erneut zentrifugiert (15 s bei 8 000 g). Zum Waschen der Probe 

wurden 500 µl RPE-Puffer auf die RNeasy-Säule pipettiert, zentrifugiert (15 s bei 

8 000 g) und der Vorgang mit 500 µl 80 %igem Ethanol und 2-minütiger Zentrifugation 

(8 000 g) wiederholt. Anschließend wurde die RNA von der RNeasy Midi-Säule 

heruntergelöst. Dazu wurden die RNeasy MinElute-Säule in ein 1,5 ml 

Zentrifugenröhrchen platziert, 14 µl DEPC-behandeltes Wasser hinzugefügt und 

zentrifugiert (1 min bei 8 000 g). Die RNA befand sich nun in dem DEPC-behandelten 

Wasser. Die Konzentration der RNA wurde im Spektrophotometer vermessen 

(NanoDrop® ND-1000 Spektrophotometer; Absorption 260 nm). Anschließend wurde 

die RNA-Konzentration aller Proben auf 30 ng/µl eingestellt. Die Integrität der RNA 

wurde in der Agarose-Gelelektrophorese überprüft (2.2.7.). 

2.2.7.) Agarose-Gelelektrophorese 

Die Agarose-Gelelektrophorese dient dazu RNA-/DNA-Stränge ihrer Größe nach 

aufzutrennen. Dies gelingt durch das Anlegen eines elektrischen Feldes an ein Gel aus 

Agarose. Die in den Taschen des Gels befindlichen negativ geladenen RNA-/DNA-

Stränge wandern dadurch zur Anode. Kleinere Fragmente wandern hierbei schneller 

als größere. Mithilfe einer RNA-/DNA-Leiter (RNA-/DNA-Fragmente definierter Größe) 

wird die Größe der Proben ermittelt. 

Zur Durchführung einer Agarose-Gelelektrophorese wurde zunächst das Gel 

hergestellt. Dazu wurden 1 g Agarose durch die Präzisionswaage TE 1502S 

abgewogen und in 100 ml 1 × TAE-Puffer überführt. Diese 1%ige Agaroselösung 

wurde in der Mikrowelle aufgekocht bis die Agarose komplett aufgelöst war. Nach 

Abkühlen der Agaroselösung auf ca. 60 °C wurden 1 µl Ethidiumbromid je 100 ml 

Lösung hinzugefügt und gut durchmischt. Jetzt wurde die Agaroselösung in die mit 

Kämmen vorbereitete Gelkammer gegossen. Nach Verfestigung des Gels wurden die 

Kämme entfernt, das Gel in die Elektrophoresekammer Wide Mini-Sub gelegt und 

diese mit TAE-Puffer aufgefüllt bis das Gel vollständig bedeckt war. Die Proben wurden 

mit je 4 × Probenpuffer versetzt. Anschließend wurden die Proben in die durch die 

Kämme entstandenen Zwischenräume (Taschen) überführt. Durch das Anlegen von 

100 V für 10 min an die Elektrophoresekammer Wide Mini-Sub wurde eine Ladung 

aufgebaut und die Proben wanderten durch das Gel. Ethidiumbromid verändert durch 
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die Anlagerung an die Basen der RNA/DNA sein Anregungsspektrum und erhöht 

dadurch die Fluoreszenz. Diese wurde durch den Chemieluminiszenz- und 

Fluoreszenzdetektor LAS-3000 abgelichtet. Die erfassten unterschiedlich starken 

Signalstärken wurden durch die Software Aida Image Analyzer Version 3.51 

quantifiziert. 

 

1 × TAE-Puffer  1 Vol. 50 × TAE-Puffer (242 g Tris, 57,1 ml  

           Eisessig, 100 ml 0,5 M Na2-EDTA (pH 8,0)  

           ad 1 l aqua bidest) 

49 Vol. aqua bidest 

4 × Probenpuffer  10 mM Tris-HCl (pH 7,5), 

1 mM Na2-EDTA, 

Spatelspitze Orange G 

 

2.2.8.) RNA-Expressionsanalyse 

Für die RNA-Expressionsanalyse wurde die Gesamt-RNA zunächst in cDNA 

umgeschrieben (Reverse Transkription (RT)). Hierzu wurden folgende Ansätze 

pipettiert (25 µl-Gesamtansatz): 

 

Ansatz 1 (20 µl): 10 µl RNA (= 300 ng) 

4 µl 5 × Reaktions-Puffer 

1 µl Desoxyribonukleosidtriphosphat (dNTP) 

1 µl Random Primer (50 ng/µl) 

1 µl Anchor Primer (250 ng/µl) 

3 µl DEPC-behandeltesWasser 

Ansatz 2 (5 µl): 1 µl 5 × Reaktions -Puffer 

0,3 µl Superscript® II Reverse Transkriptase 

0,3 µl RNase Inhibitor 

3,4 µl DEPC-behandeltes Wasser 
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Die Reverse Transkription wurde im TRIO-Thermoblock nach folgendem 

Protokoll durchgeführt: 

 

Protokoll (Temp., Zeit): 1.) Denaturierung von Ansatz 1 (5 min bei 70 °C) 

2.) Zugabe von Ansatz 2 (bei 10°C) 

3.) cDNA-Synthese (50 min bei 42 °C) 

4.) Inaktivierung der Reversen Transkription  

     (10 min bei 70 °C) 

 

Mit Erhalt der cDNA konnte die PCR durchgeführt werden. Hierfür wurde 

folgender Ansatz pipettiert (25 µl-Gesamtansatz): 

 

Ansatz: 3 µl cDNA 

12,5 µl 2 × PCR-Master-Mix (dNTPs, Taq DNA  

       Polymerase, Reaktionspuffer) 

1 µl sense-Primer 

1 µl antisense-Primer 

7,5 µl DEPC-behandeltes Wasser 

 

Die PCR-Amplifikation wurde im TRIO-Thermoblock nach folgendem Protokoll 

durchgeführt: 

 

Protokoll (Temp., Zeit): 1.) Denaturierung (2 min bei 95 °C) 

2.) Denaturierung (20 s bei 95 °C) 

3.) Primeranlagerung (20 s bei x °C; siehe Tab. 5) 

4.) DNA-Strangsynthese (30 s bei 72 °C) 

     x-maliges Wiederholen der Schritte 2 - 4 (siehe 

Tab. 5) 

5.) End-Strangsynthese (5 min bei 72 °C) 

 
Die Auftrennung der Proben erfolgte mittels Agarose-Gelelektrophorese (siehe 

2.2.7.) 
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Tabelle 5  Humane Primer für die Polymerasekettenreaktion (PCR). 

Name Genbank- 

Nr. 

5`-3`Sequenz 

Sense-Strang 

 

Antisense-

Strang 

Hybridi-

sierungs-

temp. (°C)  

PCR- 

Fragment 

(bp) 

IGF-I M29644 CAG CAG TCT 

TCC AAC CCA 

AT 

TCC TGC ACT 

CCC TCT ACT 

TG 

58 429 

IGF-II* NM000612 CGG CTT CTA 

CTT CAG CAG 

TTG GAA GAA 

CTT GCC CAC 

55 202 

IGFBP-1* 

 

NM000596 GAA AGC CCA 

GAG AGC ACG 

GAG ATA 

CCT CTT CCC 

ATT CCA AGG 

GTA GAC 

58 351 

IGFBP-2* 

 

NM000597 CAC GTG GAC 

AGC ACC ATG 

AAC ATG 

GTA GAA GAG 

ATG ACA CTC 

GGG GTC 

58 447 

IGFBP-3* 

 

M31159 TCC AGG AAA 

TGC TAG TGA 

GTC GGA G 

CTT GCT CTG 

CAT GCT GTA 

GCA GTG C 

58 475 

IGFBP-4* 

 

NM001552 AGC ACT TCG 

CCA AAA TTC 

GAG 

CTC ACT CTC 

GAA AGC TGT 

CAG 

58 357 

IGFBP-5* 

 

NM000599 TCT CTG CAC 

CTG AGA TGA 

GAC 

CAA CGT TGC 

TGC TGT CGA 

AGG 

55 282 

IGFBP-6* 

 

NM002178 GTG TCC AAG 

ACA CTG AGA 

TGG 

CCT CTA TCC 

CCC AGC TTT 

AGC 

55 279 

IGF-IR 

 

NM000875 CAC GAG GCT 

GAG AAG CT 

AGG CAT ACA 

GCA CTC CA 

50 501 

IGF-IIR* 

 

NM000876 GAG TGG CTG 

ATG GAA GAG 

AT 

GGA GTC AGA 

TGT GTA AGA 

GG 

55 379 

18S 

rRNA  

 

M10098 GTT GGT GGA 

GCG ATT TGT 

CTG G 

AGG GCA 

GGG ACT TAA 

TCA ACG C 

60 345 

*Mita et al., 2000; AGCT = Basensequenz (Adenin, Guanin, Cytosin, Thymin) 
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3.) Ergebnisse 

3.1.) Charakterisierung hämatopoetischer Stammzelle n 

Es wurden durchschnittlich 4 × 105 humane hämatopoetische Stammzellen, welche 

CD34 als Oberflächenantigen exprimieren, aus 100 ml Buffy Coat-Blut durch die 

MACS-Technik isoliert (Abb. 7A). Eine weitere Analyse dieser isolierten Stammzellen 

mittels Durchflusszytometrie ergab, dass diese CD34+-Zellen auch das Oberflächen-

antigen CD133 exprimieren (Abb. 7B links oben). Nach siebentägiger Kultivierung 

dieser CD34+/CD133+-Zellen wurden durchschnittlich 1,5 × 106 Zellen gezählt 

(Abb. 7A). Die anschließende Durchflusszytometrie wies die Entstehung von 

Stammzellen mit folgendem Oberflächenantigenmuster auf: CD34+/CD133−, 

CD34+/CD133+ und CD34−/CD133+, welche per FACS-Technik sortiert wurden. Nach 

der Sortierung lagen durchschnittlich jeweils 5,0 × 104 CD34+/CD133−- und 

CD34+/CD133+-Stammzellen sowie 8,5 × 104 CD34−/CD133+-Stammzellen vor 

(Abb. 7A). Im Gegensatz zur siebentägigen Kultivierung wurde nach 12-tägiger 

Kultivierung der CD34+/CD133+-Zellen weder das CD34- noch das CD133-Antigen als 

Oberflächenantigene der hämatopoetischen Stammzellen mittels Durchflusszytometrie 

nachgewiesen (Daten nicht gezeigt). Aus diesem Grund wurde eine siebentägige 

Kultivierung CD34+ und/oder CD133+-Stammzellen gewählt. 
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Abbildung 7  Anzahl und Charakterisierung hämatopoetischer Stammzellen. 

Exemplarische Darstellung hämatopoetischer Stammzellen nach Isolation, Kultivierung 
und Sortierung im Balkendiagramm (A) und Streudiagramm (B). 
 

Für die nachfolgenden Studien zum Einfluss von Lungenzellen des 

Lungenkarzinoms auf die Migration der hämatopoetischen Stammzellen war es 

zunächst nötig, die Stammzellen auf die stabile Expression der Oberflächenantigene 

CD34 und CD133 in Gegenwart von Lungenkarzinomzellen (H358, H322) und 

Fibroblasten zu untersuchen. Die Überprüfung erfolgte durch indirekte Kokultur mittels 

Transwell-Einsätzen im FCS-freien Medium (siehe 2.2.4.). Vor und nach der 24-

stündigen Kokultivierung wurden die Stammzellen im Durchflusszytometer untersucht. 

Es zeigte sich, dass die Antigene CD34 und/oder CD133 aller drei 

Stammzellpopulationen (CD34+/CD133−, CD34+/CD133+, CD34−/CD133+) nach der 24-

stündigen Kokultur noch vorhanden waren (Daten nicht gezeigt). 
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3.2.) Einfluss von Lungenzellen auf die Migration h ämatopoetischer Stammzellen 

Ziel dieser Arbeit war es, einen potentiellen Einfluss von Lungenzellen aus dem 

Gewebe eines Lungenkarzinoms auf die Migration hämatopoetischer Stammzellen 

nachzuweisen. Als Lungenzellen wurden die Lungenkarzinomzelllinien H358 und H322 

verwendet. Da Fibroblasten einen essentiellen Bestandteil des Lungenstromas 

darstellen, wurden diese Lungenzellen ebenfalls untersucht. Die Fibroblasten (WI-38) 

wurden sowohl in Mono-Kokultur als auch in Bi-Kokultur mit den Lungenkarzinomzellen 

verwendet (siehe 2.2.5.). Ein möglicher Mechanismus für den Einfluss der 

Lungenzellen auf die Migration hämatopoetischer Stammzellen könnte das Freisetzen 

spezifischer löslicher Faktoren durch die Lungenzellen sein, welche anschließend über 

Signal-Rezeptor-Kaskaden eine erhöhte aktive Migration der Stammzellen induzieren. 

Daher wurde als Untersuchungsmethode der Transwell-Assay gewählt, weil über die 

poröse Membran der Transwell-Einsätze ein Kontakt zwischen Lungen- und 

Stammzellen lediglich mittels löslicher Faktoren erfolgen kann (Abb. 5A.). Die 

Transwell-Assays wurden mit porösen Membranen zweier unterschiedlicher 

Porengrößen durchgeführt. Transwell-Assays mit 8-µm-Poren waren dabei weniger 

selektiv als jene mit 3 µm Porengröße, weil die hämatopoetischen Stammzellen einen 

höheren Energieaufwand betreiben müssen, um ihre Zellstruktur so zu verändern, dass 

sie aktiv die engeren 3-µm-Poren passieren können. Die Transwell-Einsätze mit 8-µm-

Poren wurden zur Vorauswahl genutzt. Weiterführende Untersuchungen in Assays mit 

3-µm-Poren dienten der Verifizierung der Ergebnisse aus den Assays mit 8-µm-Poren. 

 

         Tabelle 6  Basale Migration hämatopoetischer Stammzellen im Transwell-Assay. 

 CD34+/CD133− CD34+/CD133+ CD34−/CD133+ 

Basale Migration (% aller Zellen)* 

     in 8 µm-Poren 4,51 ± 1,07 5,22 ± 2,71 4,99 ± 0,47 

     in 3 µm-Poren nicht bestimmt 2,70 ± 0,46 2,77 ± 0,73 

*Mittelwerte ± SD von n ≥ 5 Versuchen. 

 

Zunächst wurden Versuche ohne Kokultur durchgeführt. Es war nötig, die Zeit 

des Transwell-Assays möglichst kurz zu halten, weil eine längere Versuchsdauer 

neben der Migration der Stammzellen zusätzlich noch eine Beeinflussung durch die 

Stammzellproliferation zur Folge haben würde. Daher wurde die Zeit untersucht, 

welche die Stammzellen benötigen, um in die Poren der Membran, jedoch nicht durch 

sie hindurch, zu migrieren (nach Kränkel et al., 2005). Es hat sich gezeigt, dass für die 

Transwell-Assays mit 8-µm-Poren eine Migrationszeit von 2 h und für die Transwell-



30 

Assays mit 3-µm-Poren eine Migrationszeit von 24 h geeignet war. Versuche ohne 

Lungenzellen ergaben eine vergleichbare basale Migration zwischen den drei 

Stammzellpopulationen sowohl in den Transwell-Assays mit 8 µm als auch in denen 

mit 3 µm (Tab. 6). 

Nun wurden Transwell-Assays mit Kokultur in 8-µm-Poren durchgeführt. Die 

Lungenzellen hatten bei diesen Assays sowohl in Mono- als auch in Bi-Kokultur keinen 

Einfluss auf die Migration von CD34+/CD133−- oder CD34+/CD133+-Stammzellen 

(Abb. 8A, oben). Im Gegensatz dazu erreichten die Lungenkarzinomzellen H358 und 

die Fibroblasten WI-38 sowohl in Mono-Kokultur als auch in Bi-Kokultur eine 

Steigerung der Migration der CD34−/CD133+-Stammzellen (Abb. 8A, unten links). Die 

Lungenkarzinomzellen H322 hatten sowohl in Mono- als auch in Bi-Kokultur mit den 

Fibroblasten einen geringen Effekt auf die Migration der CD34−/CD133+-

Stammzellpopulation beziehungsweise zeigten lediglich eine Tendenz zur Förderung 

der Migration von CD34−/CD133+-Stammzellen (Abb. 8A, unten links). Aufgrund dieser 

Ergebnisse wurden anschließend mit den CD34−/CD133+-Stammzellen 3-µm-Poren-

Transwell-Assays durchgeführt, um die Ergebnisse der 8-µm-Poren-Transwell-Assays 

in einem selektiveren Assay überprüfen zu können. Bei diesen Assays mit 3-µm-Poren 

konnte in Gegenwart aller untersuchten Lungenzellen (H358, H322 und WI-38) sowohl 

in Mono- als auch in Bi-Kokultur eine Migrationssteigerung der CD34−/CD133+-

Stammzellen gezeigt werden (Abb. 8B). Zur weiteren Analyse welche löslichen, 

potentiell migrationsfördernden Faktoren diese Ergebnisse bewirken könnten, wurde 

nachfolgend der Einfluss des IGF-System auf die Migration von CD34−/CD133+-

Stammzellen untersucht. 
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Abbildung 8  Anzahl migrierter Stammzellen in Transwell-Assays mit 8- bzw. 3-µm-

Poren. 

Migrationsanalyse CD34- und/oder CD133-exprimierender hämatopoetischer 
Stammzellen durch Transwell-Assays mit Kokultur (Lungenkarzinomzellen H358, H322 
und/oder primäre Lungefibroblasten WI-38) in 8-µm-Poren nach 2 h (A) und in 3-µm-
Poren nach 24 h Migration (B). Mittelwerte ± SD (n ≥ 4) mit (*)P ≤ 0,1; *P ≤ 0,05 und 
**P ≤ 0,01. 
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3.3.) Analyse potentiell migrationsfördernder Fakto ren 

Die gesteigerte Migration der CD34−/CD133+-Stammzellen in den Transwell-

Assays unter Kokultur mit den Lungenzellen H358, H322 und WI-38 könnte durch die 

löslichen Faktoren des IGF-Systems verursacht werden. Nach dieser Hypothese 

sezernieren die Lungenkarzinomzellen und Lungenfibroblasten diese Faktoren und 

nehmen dadurch einen Einfluss auf die Migration der CD34−/CD133+-Stammzellen. 

Aus diesem Grund wurde der Einfluss der Faktoren des IGF-Systems auf die Migration 

der CD34−/CD133+-Stammzellen untersucht. Dazu wurde zunächst überprüft, ob die 

Rezeptoren des insulin-like growth factor (IGF-IR, IGF-IIR) auf den Stammzell-

populationen CD34+/CD133−, CD34+/CD133+ und CD34−/CD133+ exprimiert werden. 

Eine Analyse dieser drei Stammzellpopulationen wurde mittels Genchip (Oligonucleotid 

Microarray) durchgeführt. Diese Analyse erfolgte im Auftrag am Zentrum für 

Medizinische Grundlagenforschung in Halle (Dr. rer. nat. Vesselin Christov). In den 

erhaltenen Daten wurde gezeigt, dass der IGF-IR von allen drei 

Stammzellpopulationen exprimiert wird (Abb. 9A, links). Der IGF-IIR wird ebenfalls von 

den drei Stammzellpopulationen exprimiert, jedoch deutlich geringer als der IGF-IR 

(Abb. 9A, rechts). Dieses Ergebnis wurde mittels RT-PCR überprüft. Die RT-PCR 

wurde am Beispiel der beiden Stammzellpopulationen CD34+/CD133− und 

CD34−/CD133+ durchgeführt. Als Kontrolle diente ein Mix aus RNA, welche aus jeweils 

16 Proben sowohl physiologischem Lungen- („Lungenkontrolle“) als auch 

neoplastischem Tumorgewebe („Tumorkontrolle“) isoliert wurde (Bartling et al., 2005). 

Das Ergebnis der RT-PCR zeigt, dass sowohl der IGF-IR als auch der IGF-IIR von den 

CD34+/CD133−- und CD34−/CD133+-Stammzellen gut exprimiert wird (Abb. 9B). Auch 

in den Kontrollen ist eine gute Expression erkennbar (Abb. 9B). Im Gegensatz zum 

IGF-IR ist die Expression des IGF-IIR in der Lungenkontrolle jedoch nur sehr gering, in 

der Tumorkontrolle dagegen relativ stark (Abb. 9B).  
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Abbildung 9 Expression der IGF-Rezeptoren (IGF-IR und IGF-IIR) in 

hämatopoetischen Stammzellen. 

Die Expression von Rezeptoren des insulin-like growth factor (IGF) durch die 
Stammzellpopulationen CD34+/CD133−, CD34+/CD133+ und CD34−/CD133+ wurde 
mittels Oligonucleotid Microarray (A, Mix aus n = 5 Proben) und RT-PCR (B) 
untersucht. 

 

Anschließend wurde mittels RT-PCR die Expression der Liganden IGF-I und IGF-

II sowie der IGF-Bindungsproteine (IGFBP) in den Lungenzellen (H358, H322, WI-38) 

untersucht. Sowohl IGF-I und IGF-II als auch das IGFBP-1 wurden von diesen 

Lungenzellen sehr gering exprimiert (Tab. 7). Während das IGFBP-3 gut von den 
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Fibroblasten (WI-38) exprimiert war, exprimierten die Lungenkarzinomzelllinien H358 

und H322 das IGFBP-3 nur sehr gering (Tab. 7). Die IGFBP-2, -4, -5 und -6 hingegen 

wurden sowohl in den Lungenkarzinomzelllinien H358 und H322 als auch in den 

Fibroblasten gut exprimiert (Tab. 7, Abb. 10). Aufgrund der Expressionsdaten wurde 

das IGF-I sowie die IGFBP-2, -3, -4 und -6 ausgewählt, um die individuelle Bedeutung 

dieser löslichen Faktoren auf die Migration der CD34−/CD133+-hämatopoetischen 

Stammzellen zu untersuchen. 

 

Tabelle 7 mRNA-Expression des IGF-Systems in humanen Lungenzellen. 

Name Primäre 

Lungenfibroblastena 

Lungenkarzinomzellliniena Lungengewebeb 

 WI-38 H358 H322 Lunge Tumor 

IGF-I 0,27 ± 0,14 0,02 ± 0,02 0,06 ± 0,05 1,90 2,37 

IGF-II 0,03 ± 0,02 0,10 ± 0,05 0,17 ± 0,12 0,17 0,29 

IGFBP-1 0,05 ± 0,05 0,02 ± 0,01 0,02 ± 0,02 0,01 0,04 

IGFBP-2 0,92 ± 0,41 1,43 ± 0,65 1,47 ± 0,66 1,02 2,09 

IGFBP-3 1,07 ± 0,75 0,02 ± 0,02 0,03 ± 0,03 0,15 0,42 

IGFBP-4 1,32 ± 1,14 0,36 ± 0,35 0,54 ± 0,49 1,25 1,50 

IGFBP-5 1,29 ± 0,31 0,96 ± 0,34 0,85 ± 0,46 1,11 1,14 

IGFBP-6 1,54 ± 0,71 0,28 ± 0,25 0,89 ± 0,88 0,22 0,22 

mRNA-Gehalt analysiert durch RT-PCR und normalisiert per 18S rRNA. 
aMittelwerte ± SD von n = 3 Zellkultivierungen 
bMittelwerte aus einem Mix von n = 16 Proben 
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Abbildung 10 Expression der IGF-Bindungsproteine in den Lungenzellen. 

Die Expression von Faktoren des IGF-Systems durch die Lungenzellen H358, H322 
und WI-38 wurde mittels RT-PCR überprüft. Als Kontrollen dienten humane Lungen- 
und Tumorgewebe (Mix aus n = 16 Proben). 
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3.4.) Einfluss löslicher Komponenten des IGF-System s auf die Migration der 

CD34−−−−/CD133++++-Stammzellen 

Die Bedeutung der löslichen Komponenten des IGF-Systems auf die Migration der 

CD34−/CD133+-Stammzellen wurde nun per Transwell-Assay (3-µm-Poren) untersucht. 

In die Transwell-Einsätze wurden jeweils die ausgewählten rh Faktoren IGF-I, IGFBP-

2, -3, -4 und -6 eingesetzt. Die Konzentrationen der einzelnen Faktoren richten sich 

nach den physiologischen Serumkonzentrationswerten im Menschen (siehe Tab. 4, Yu 

et al., 1999, Krsek et al., 2002, Yamaguchi et al., 2006). 

In den Untersuchungen zeigte sich, dass IGF-I keine veränderte Migration der 

CD34−/CD133+-Stammzellen im Vergleich zu den Kontrollen bewirkt. Eine IGF-I-

bedingte Migration CD34−/CD133+-Stammzellen infolge zu hoher basaler Eigen-

produktion des IGF-I kann nahezu ausgeschlossen werden, da IGF-I von den 

CD34−/CD133+-Stammzellen nur sehr gering exprimiert wird (Tab. 8). Anschließend 

erfolgte die Analyse der Migration von CD34−/CD133+-Stammzellen durch die 

ausgewählten IGFBPs. Die IGFBP-3 und -6 verursachten keine Veränderung der 

Migration der CD34−/CD133+-Stammzellen (Abb. 11A). Im Gegensatz dazu führten die 

Faktoren IGFBP-2 und -4 zu einer Migrationssteigerung der CD34−/CD133+-

Stammzellen, welche vor allem bei höheren Konzentrationen beobachtet werden 

konnte. Diese Migrationssteigerung erzielte IGFBP-2 bei 500 und 900 ng/ml; IGFBP-4 

erreichte dies bei 750 ng/ml (Abb. 11A; 11B). 

 

         Tabelle 8 Expression von IGF-I in hämatopoetischen Stammzellen. 

 CD34+/CD133− CD34+/CD133+ CD34−/CD133+ 

IGF-I 39,5 10,3 65,0 

Analyse mit Genchip (Oligonucleotid Microarray; Probenmix aus n = 5 Proben). 
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Abbildung 11 Migrationsveränderung von CD34-/CD133+- & CD34+/CD133--

Stammzellen durch ausgewählte lösliche Faktoren des IGF-Systems im Transwell-

Assay. 

(A) Migrationsanalyse CD34- bzw. CD133-exprimierender hämatopoetischer 
Stammzellen durch Transwell-Assays durch ausgewählte lösliche Faktoren des IGF-
Systems mittels Transwell-Assays (3-µm-Poren). Mittelwerte ± SD (n=3) mit *P≤0,05. 
(B) repräsentative Darstellung der migrierenden CD34-/CD133+ Stammzellen in einer 
Fluoreszenz-Mikroskopieaufnahme mittels DNA-spezifischer Zellkernanfärbung durch 
den Fluoreszenzfarbstoff DAPI. 
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4.) Diskussion 

Die Tumorvaskularisierung hat bei der Entstehung und dem Progress solider Tumoren, 

wie dem Nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom, eine entscheidende Bedeutung. Da 

hierbei eine Beteiligung von hämatopoetischen Stammzellen vermutet wird, welche 

CD133 und/oder CD34 exprimieren und sich potentiell zu Endothelzellen 

weiterentwickeln oder die Gefäßbildung indirekt stimulieren könnten, sollte die 

vorliegende Arbeit den Einfluss von Lungenkarzinomzellen sowie Lungenfibroblasten, 

als essentielle Komponenten des Nicht-kleinzelligen Lungenkarzinoms, auf die 

Migration dieser Stammzellen untersuchen. In diesem Zusammenhang konnte im 

Zellkulturmodell gezeigt werden, dass sowohl humane Lungenkarzinomzellen als auch 

Lungenfibroblasten alleinig sowie zusammen bevorzugt die humanen 

hämatopoetischen Stammzellen vom Antigenmuster CD34-/CD133+ aber nicht jene 

vom Antigenmuster CD34+/CD133+ bzw. CD34+/CD133- zur Migration stimulieren. 

Detaillierte Studien zu löslichen Faktoren des IGF-Systems, welches an der 

Tumorentstehung und -progression beteiligt ist, haben anschließend gezeigt, dass 

insbesondere die IGF-Bindungsproteine-2 und -4 die Migration der CD34-/CD133+- 

hämatopoetischen Stammzellen fördern. 

Zur Isolation von humanen Stammzellen mit potentiell proangiogenen 

Eigenschaften wurden mononukleäre Zellen aus Buffy Coat-Blut isoliert und nach 

Kultur mittels Durchflusszytometrie anhand der Oberflächenantigene CD34 und/oder 

CD133 in drei Zellpopulationen (CD34+/CD133-; CD34+/CD133+; CD34-/CD133+) 

unterteilt. Diese Oberflächenantigene ermöglichten eine Zuordnung zu den 

hämatopoetischen bzw. endothelialen Stamm- und Progenitorzellen (HSCs bzw. 

EPCs). Spätere Differenzierungen sowohl der hämatopoetischen als auch der 

endothelialen Zellreihe dieser HSCs bzw. EPCs verlieren diese Oberflächenantigene 

zum Teil (Abb. 3). Die hier auf CD34- und CD133-charakterisierten Stammzellen 

wurden zusätzlich positiv auf das Oberflächenantigen CD45 getestet. Dies ermöglichte 

eine Zuordnung dieser Zellen in die hämatopoetische Zellreihe (Timmermans et al., 

2009) und ließ daher den Schluss zu, dass es sich bei den untersuchten Zellen um 

proangiogene HSCs handelte. Allerdings war eine exakte Zuordnung aufgrund einer 

fehlenden einheitlichen Nomenklatur und fehlender spezifischer Marker derzeit nicht 

eindeutig möglich (Timmermans et al., 2009; Yoder et al., 2012; Rose et al., 2015).  

Die migrationsfördernde Wirkung von Lungenkarzinomzellen auf die CD34-/ 

CD133+-Stammzellen konnte am Beispiel der beiden humanen Zelllinien H358 und 

H322, gezeigt werden. Am Beispiel der WI-38-Zellen konnte zudem ein 

migrationsfördernder Effekt von Fibroblasten, einer wichtigen Zellkomponente des 
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Tumorstromas, auf die CD34-/CD133+-Zellen gezeigt werden. Dies wird indirekt durch 

die Studien von Silzle et al., 2003 unterstützt, die einen migrationsfördernden Effekt 

tumorassoziierter Fibroblasten auf Monozyten im Tumorgewebe nachweisen konnten. 

Da jedoch der migrationsfördernde Effekt der untersuchten Lungenkarzinomzellen auf 

die CD34-/CD133+-HSCs größer war als bei den Fibroblasten, deutet dies primär auf 

die migrationsfördernde Wirkung der Lungenkarzinomzellen selbst hin. Die 

Kombination von Lungenkarzinomzellen und Fibroblasten erbrachte keinen 

synergistischen Effekt auf die Migrationsteigerung der CD34-/CD133+-HSCs. Dies 

deutet daraufhin, dass zur Potenzierung der promigratorischen Eigenschaften des 

Tumors keine relevanten Interaktionen zwischen Lungenkarzinomzellen und 

Fibroblasten bestehen. Allerdings wurden in dieser Arbeit Fibroblasten aus 

physiologischem Lungengewebe verwendet. Tumorassoziierte Fibroblasten hingegen 

könnten einen stärken promigratorischen Effekt bewirken. Der Unterschied zwischen 

physiologischen und tumorassoziierten Fibroblasten wurde bereits beschrieben (Horie 

et al., 2012; Chaudhri et al., 2013). 

 

         Tabelle 9 Schematische Zusammenfassung des Einflusses von Lungen-      

          karzinomzellen und -fibroblasten auf die Migration von HSCs. 

 CD34+/CD133− CD34+/CD133+ CD34−/CD133+ 

H358 ∅ ∅ ↑↑↑ 

H322 ∅ ∅ ↑↑↑ 

WI-38 ∅ ∅ ↑ 

H358/WI-38 ∅ ∅ ↑↑ 

H322/WI-38 ∅ ∅ ↑ 

∅=kein Effekt, ↑=positiver Effekt nach Stärke. 
 

Eine Änderung des HSC-Zelltyps während der Kokultur konnte ausgeschlossen 

werden, da abschließende Analysen auf CD34 und CD133 die positive Expression von 

CD34 bzw. CD133 sicherstellten. Die Ergebnisse deuten zunächst darauf hin, dass in 

situ im Lungentumor detektierte CD133+-Stammzellen vermutlich primär im peripheren 

Blut vorhandene HSCs sind (Hilbe et al., 2004; Dome et al., 2006; Pircher et al., 2008). 



 

41 

 
Abbildung 12 Schematisches Modell der Tumorvaskularisierung (modizifiert nach 

Richardson et al., 2011). 

Hämatopoetische Stamm- und Progenitorzellen werden durch Lockstoffe zur Migration 
aus dem Knochenmark angeregt (oben) um eine Tumorvaskularisierung durch 
Gefäßneubildungen zu ermöglichen. 

 

Zusammenfassend lässt sich ein in der Abbildung 12 sowie im Folgenden 

dargestellter schematischer Ablauf vermuten. Die im Lungengewebe befindlichen 

Lungenkarzinomzellen benötigen aufgrund des progredienten Wachstums und der 

gesteigerten Hypoxie eine bessere Anbindung an das Blutkreislaufsystem. Hierzu 

werden Lockstoffe (attractant) an das umliegende Gewebe abgegeben und dadurch 

hämatopoetische Stamm- und Progenitorzellen zur Proliferation und Migration aus dem 

Knochenmark angeregt. Diese gelangen über das Blutkreislaufsystem entgegen dem 

Konzentrationsgefälle der Lockstoffe in die Nähe der sezernierenden Tumorzellen. 

Während der Migration oder nach dem Erreichen des Zielgebietes differenzieren die 

unreiferen proangiogenen hämatopoetischen Zellen in Monozyten, Endothelzellen oder 

andere proangiogene Zellen (PAC; siehe Abb. 3). Durch diese Differenzierung erklärt 

sich der Wechsel der Oberflächenantigene und der Funktionen dieser HSCs/HPCs 

(Hristov et al., 2003). Mehrere Arbeitsgruppen geben Hinweise für diese Theorie. So 

konnten bereits durch Shigematsu et al., 1999 ein Einfluss reifer Endothelzellen auf die 

Gefäßneubildung nachgewiesen werden. Hilbe et al., 2004; Dome et al., 2006 und 
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Pircher et al., 2008 konnten zusätzlich eine im Vergleich zur Kontrollgruppe deutlich 

erhöhte Anzahl endothelialer Progenitorzellen in kapillarähnlichen Strukturen oder 

Gefäßwänden bestehender Kapillaren innerhalb des Tumorgewebes nachweisen. Die 

aus den EPC zu ECFC (endothelial colony forming cell) differenzierten Zellen tragen 

mutmaßlich ebenso zur Tumorvaskularisierung bei wie die aus den HSCs/HPCs 

differenzierten PACs (zur Übersicht Richardson et al., 2011). Während PACs in das 

umliegende Gewebe migrieren und gefäßähnliche Strukturen bilden, kleiden ECFCs 

diese fragilen Gebilde aus, stabilisieren sie und stellen eine Verbindung zum 

bestehenden Blutkreislaufsystem her. Eine andere mögliche Erklärung stellt eine 

Infiltration der undifferenzierten HSCs in das Tumorgewebe dar, in welchem eine 

Metaplasie dieser Stammzelle in eine entartete Tumorzelle stattfindet. Auch eine 

Differenzierung der HSCs zu Monozyten, welche Bestandteil des Tumorstromas sind, 

ist möglich (siehe Abb. 3). Monozyten sind ebenfalls über die Modulation der 

Immunantwort (Ke et al. 2015) und/oder über eine gesteigerte Angiogenese (Dirkx et 

al., 2006) am Tumorprogress des Lungenkarzinoms beteiligt. 

Als Auslöser des migrationsfördernden Effektes von Lungentumorzellen auf 

HSCs kommen vor allem löslichen Faktoren in Frage, unter denen die des IGF-

Systems vertieft untersucht wurden. So konnten Shigematsu et al., 1999 nachweisen, 

dass IGF-I die Migration von reifen Endothelzellen stimuliert. Im Gegensatz dazu 

wurde anhand der hier gewonnenen Ergebnisse jedoch keine durch IGF-I induzierte 

erhöhte Migration CD34−/CD133+-HSCs im Vergleich zur Kontrolle nachgewiesen 

(Abb. 11A), obwohl der IGF-IR von den CD34−/CD133+-Stammzellen gut exprimiert 

wird. Eine Verfälschung der Ergebnisse aufgrund zu hoher Migration infolge basaler 

Eigenproduktion von IGF-I durch die CD34−/CD133+-Stammzellen selbst konnte 

ausgeschlossen werden, da IGF-I in diesen Stammzellen nur sehr gering exprimiert 

wird. (Abb. 9). Allerdings ist der migrationsfördernde Effekt in dieser Arbeit lediglich bei 

den CD34-/CD133+-Stammzellen aufgetreten, welche nach derzeitiger Kenntnis einer 

früheren Entwicklungsstufe der HSCs entsprechen. Spätere Entwicklungsstufen der 

HSCs (CD34+/CD133-) zeigten in dieser Arbeit keine erhöhte Migrationsbereitschaft. 

Die von Shigematsu et al., 1999 untersuchten reifen Endothelzellen, welche eine 

Differenzierungsstufe der HSCs darstellen, waren jedoch nicht Gegenstand dieser 

Arbeit. Weiterhin sah man in der RT-PCR, dass IGF-I in der Tumorkontrolle eine starke 

Expression aufzeigte, in den Lungenkarzinomzelllinien H358, H322 und den 

Fibroblasten (WI-38) jedoch nur schwach exprimiert wurde. Eine mögliche Erklärung 

hierfür könnte in der individuellen Expression der Lungenzellen einzelner Proben im 

Vergleich mit den Kontrollen gefunden werden, da diese Kontrollen ein größeres 

Kollektiv erfassen. Die Daten lassen aber auch den Schluss zu, dass IGF-I nicht direkt 
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an der Migrationssteigerung der HSCs beteiligt ist und/oder, dass andere Zellen aus 

dem Gewebe des Lungenkarzinoms, als die hier verwendeten Lungenkarzinomzellen 

(H358, H322) und primären Lungenfibroblasten (WI-38), als Ursprung für die IGF-I-

Expression in Frage kommen. 

 

         Tabelle 10 mRNA-Expression von Komponenten des IGF-Systems in WI-38,  

         H358 und H322. 

WI-38 H358 H322 

IGF-I (+) - - 

IGF-II - - (+) 

IGFBP-1 - - - 

IGFBP-2 ++ ++ ++ 

IGFBP-3 ++ - + 

IGFBP-4 ++ + + 

IGFBP-5 ++ ++ ++ 

IGFBP-6 ++ (+) ++ 

− = unterhalb des Messbereiches, (+) = gering, + = normal, ++ = hoch 
 

Einige IGFBPs hingegen werden gut von den untersuchten Lungenkarzinom-

zellen auf mRNA-Ebene exprimiert (Tab. 9), und daher wurden diese eingehender in 

Transwell-Assays (3-µm-Poren) untersucht. Bei dem nachgewiesenen Einfluss von 

IGFBP-2 und -4 auf die Migration CD34−/CD133+-HSCs, nicht jedoch auf 

CD34+/CD133--HSCs (Abb. 11A; Tab. 11), handelt es sich vermutlich um einen IGF-I-

unabhängigen Effekt, da IGF-I und IGF-II von den Lungenzellen und den CD34-/ 

CD133+-HSC nur sehr gering exprimiert werden. Allerdings wäre auch eine 

verminderte mRNA-Expression als negatives Feedback infolge einer hohen 

Proteinexpression denkbar. Eine IGF-I-unabhängige Stimulation der Zellmigration 

durch IGFBP-2 wurde für Tumorzellen bereits beschrieben (Schütt et al., 2004). Es 

wird angenommen, dass die IGFBP-2-bedingte Zellmigration durch die Bindung von 

IGFBP-2 an α5β1-Integrin durch seine carboxy-terminale RGD-Sequenz (Gly-Arg-Asp) 

erfolgt (Schütt et al., 2004). Der größte Effekt von IGFBP-2 auf die Migration wurde bei 

einer IGFPB-2-Konzentration von 500 ng/ml beobachtet, was physiologischen 

Serumwerten entspricht (Yu et al., 1999; Krsek et al., 2002). In dieser und anderen 

Arbeiten (Reeve et al., 1992) konnte bereits eine gute Expression von IGFBP-2 in den 

Lungenkarzinomzelllinien und -geweben gezeigt werden. In dieser Arbeit konnte nun 

erstmals die IGF-unabhängige stimulierende Wirkung von IGFBP-4 auf die 
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Zellmigration von CD34−/CD133+-Stammzellen nachgewiesen werden (Abb. 11A; 

Tab. 11). 

 

         Tabelle 11 IGFBP-vermittelte Migration hämatopoetischer Stammzellen in  

         Abhängigkeit von der Konzentration. 

IGFBP-2 IGFBP-4 K in 

ng/ 

ml 

CD34+/CD133
- 

CD34-

/CD133+ 

CD34+/CD133- CD34-

/CD133+ 

K in 

ng/ 

ml 

100 - - - - 250 

500 - ↑ - - 500 

900 - ↑ - ↑ 750 

K = Konzentration, - = keine Migrationssteigerung, ↑ = vorhandene 
Migrationssteigerung 
 

Weiterhin wurde durch Fu et al., 2007 eine von IGF unabhängige IGFBP-6-

induzierte Zellmigration beschrieben. Obwohl die Lungenkarzinomzelllinien und 

primären Lungenfibroblasten IGFBP-6 gut exprimierten, wurde in der vorliegenden 

Arbeit jedoch kein Einfluss von IGFBP-6 auf die Migration CD34−/CD133+-Stammzellen 

beobachtet. Das IGFBP-3, welches die größte Serumkonzentration aller hier 

getesteten Peptide aufweist (Yu et al., 1999, Yamaguchi et al., 2006), hatte ebenfalls 

keinen Einfluss auf die Migration der CD34−/CD133+-Stammzellen (Abb. 11A). In der 

Literatur wurde weiteren Faktoren des IGF-Systems eine Migrationssteigerung 

zugesprochen (zur Übersicht Forbes et al., 2012). Eine mögliche Erklärung über den 

fehlenden Nachweis in der hier vorliegenden Arbeit könnte in einem Mechanismus 

liegen, der hier nicht untersucht wurde. Stearns et al., 2005 wiesen beispielsweise 

nach, dass IGF-I die VEGF-Synthese erhöht. VEGF wiederum ist ein bekannter 

Stimulator der Migration von EPC (Benezra et al., 2001). Auch IGF-II kann eine 

Erhöhung der VEGF-Synthese bewirken (Hoeben et al., 2004). Demnach könnte ein 

weiterer, wichtiger promigratorischer Effekt der IGFBPs über die Stimulation von VEGF 

oder anderen Mediatoren zu finden sein. 

Diese Arbeit konnte einen Einblick in die Beeinflussung der Migrationssteigerung 

hämatopoetischer Stamm- und Progenitorzellen durch Lungenkarzinomzellen bieten 

und somit einen Beitrag zur Erforschung der Tumorprogression und/oder -entwicklung 

leisten. In dieser Arbeit wurde versucht, dem in vivo-Zustand näher zu kommen, indem 

primäre Lungenfibroblasten als essentielle Komponente des Lungenkarzinoms in 

Kokultur mit den Lungenkarzinomzellen untersucht wurden. Dennoch beschränkt sich 

die Aussagekraft dieser Arbeit primär auf zwei ausgewählte Zelllinien des Nicht-
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kleinzelligen Lungenkarzinoms (H358, H322), während in vivo eine Vielzahl 

verschiedener Zelltypen einschließlich Tumorsubzellen im Lungenkarzinom vorliegen. 

Ein weiterer begrenzender Aspekt dieser Arbeit ist die Konzentration der untersuchten 

Faktoren des IGF-Systems. Diese entsprechen physiologischen Werten von gesunden 

Probanden. In den letzten Jahren konnten zwar auch Serumwerte in NSCLC-Patienten 

ermittelt werden (Lee et al., 1999; Wakai et al., 2002; Wu et al., 2002; Shersher et al., 

2011), allerdings gibt es immer noch kaum Aussagen über die genauen tumorlokalen 

Konzentrationen dieser potenziell migrationssteigernden Faktoren des IGF-Systems. 

Mit diesen Angaben wären Experimente möglich, die genauere Aussagen über das 

Verhalten der HSCs bei einem NSCLC-Patienten ermöglichen. Weiterhin konnte in den 

Experimenten lediglich bewiesen werden, dass die hier untersuchten 

Lungenkarzinomzelllinien die Migration der CD34-/CD133+-hämatopoetischen 

Stammzellen steigern. Eine Einschätzung über nachfolgende Zusammenhänge 

bezüglich Tumorvaskularisierung bzw. des -progresses können nur vermutet werden. 

Zusammenfassend hat diese Arbeit nachgewiesen, dass CD34-/CD133+-Zellen 

als Subtyp der hämatopoetischen Stammzellen durch die chemotaktische Wirkung der 

IGFBP-2 und -4, welche sowohl von den Lungenkarzinomzellen (H358, H322) als auch 

der Lungenfibroblasten sezerniert werden, in den soliden Tumor gelangen und somit 

zur Tumorprogression beitragen können. Weitere Einzelheiten über die genauen 

Zusammenhänge müssen aber noch untersucht werden. Sollten sich jedoch diese 

Zusammenhänge bestätigen, dürfte das  IGF/IGFBP-Systems ein potentielles 

Angriffsziel für eine mögliche antitumorale Therapie sein (Mohanraj und Oh, 2011; Liu 

et al., 2013; Singh et al., 2014; Heidegger et al., 2015). 
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6.) Thesen 

1.) Lungenkarzinomzellen (H358, H322) besitzen einen migrationsfördernden 

Einfluss auf hämatopoetische Stammzellen vom Antigenmuster CD34−/CD133+, 

aber nicht CD34+/CD133−- oder CD34+/CD133+. 

 

2.) Lungenfibroblasten (WI-38) können ebenfalls die Migration von CD34−/CD133+-

hämatopoetischen Stammzellen fördern, haben aber keinen kumulativen Effekt 

auf die migrationsfördernde Eigenschaft der Lungenkarzinomzellen. 

 

3.) Lungenkarzinomzellen und Fibroblasten exprimieren unter den Komponenten des 

IGF-Systems vor allem IGFBP-2, -4, -5 und -6. IGFBP-3 wird lediglich von den 

Fibroblasten gut exprimiert. Hämatopoetische Stammzellen exprimieren unter 

den Rezeptoren des IGF-Systems vor allem den IGF-IR. 

 

4.) Die von den Lungenkarzinomzellen und Fibroblasten exprimierten Faktoren 

IGFBP-2 und -4 bewirken eine Stimulation der Migration von CD34−/CD133+-

Stammzellen, die möglicherweise IGF-unabhängig ist.  

 

5.) Obwohl Lungenkarzinomzellen und Fibroblasten unter den Komponenten des 

IGF-Systems besonders gut IGFBP-3 und -6 exprimieren, besitzen diese keinen 

Einfluss auf die Migration der CD34−/CD133+-Stammzellen. 
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