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ZUSAMMENFASSUNG  

Plerixafor: Stammzellmobilisation mit pro-tumorigenen Eigenschaften im 
Ewing Sarkom?  

Berning, Philipp 
 
In dieser Arbeit wurde der CXCR4 Inhibitor Plerixafor als potentielle therapeutische Sub-

stanz in Ewing Sarkom Zellen evaluiert. Das Produkt des EWS/ETS Translokationsgens 

und dessen sekundär aktivierten Signalwege sind entscheidend für die Pathobiologie des 

Ewing Sarkoms (EwS). Eine hohe Expression von CXCR4 im EwS korreliert negativ mit 

dem Gesamtüberleben. Organe mit hoher Expression des Liganden von CXCR4, 

CXCL12, sind häufige Prädilektionsstellen für Metastasen bei EwS Patienten. In vitro zeigt 

Plerixafor, wider Erwarten, eine pro-proliferative Wirkung auf EwS Zelllinien und auf pri-

märe EwS Kulturen. Der CXCR4-Agonist CXCL12 hingegen beeinflusste die Zellprolifera-

tion nicht, was zeigt, dass der Mechanismus der Tumorzellaktivierung unabhängig von 

einer CXCR4-CXCL12-Achse sein muss. In der Durchflusszytometrie zeigen die EwS 

Zellen ein heterogenes Muster von hoher Rezeptordichte (CXCR4 high) bis hin zu nahezu 

fehlendem Nachweis (CXCR4 low). Eine pro-migratorische Wirkung von Plerixafor auf 

CXCR4-low Zellen und von CXCL12 auf CXCR4-high Zellen wurde beobachtet. Dieses 

Ergebnis ließ vermuten, dass der CXCR4 Inhibitor Plerixafor die EwS Zellen mindestens 

auch über einen CXCR4-vermitelten Weg stimuliert. Plerixafor zeigte aktivierende und 

CXCR4-vermittelte Effekte auf EGFR, ErbB3, PDGF Rb und Eph Rezeptortyrosinkinasen 

(RTK). Eine Aktivierung des nachgeschalteten PI3K/AKT-Signalwegs durch Plerixafor 

wurde gezeigt. Dasatinib, mit inhibitorischer Wirkung auf PDGF Rb, konnte in sehr gerin-

ger Konzentration die pro-proliferative Wirkung von Plerixafor aufheben. Für die TKI 

Dasatinib und Sorafenib konnte eine proliferationshemmende Wirkung auf EwS Zelllinien 

gezeigt werden. Die vorliegende Arbeit zeigt eine pro-tumorigene Wirkung des CXCR4 

Inhibitors Plerixafor. Sie gibt Anlass, die Effekte von Plerixafor weiterführend zu untersu-

chen und den klinisch-therapeutischen Einsatz von Plerixafor zur Stammzellmobilisation 

bei Ewing Sarkom Patienten zu überprüfen. 

 

Tag der mündlichen Prüfung: 24.02.2017 

  



 

Ich, Philipp Berning, gebe hiermit die Erklärung ab, dass ich die Dissertation mit 

dem Titel: 

Plerixafor: Stammzellmobilisation mit pro-tumorigenen Eigenschaften im  

Ewing Sarkom? 

in der Klinik und Poliklinik für Pädiatrische Hämatologie und Onkologie des Uni-

versitätsklinikums Münster unter der Anleitung von Frau Prof. Dr. med. Uta 

Dirksen und Frau Dr. med. Jenny Potratz aus der Klinik für Allgemeine Pädiatrie 

1. selbstständig angefertigt, 

2. nur unter Benutzung der im Literaturverzeichnis angegebenen Arbeiten an-

gefertigt und sonst kein anderes gedrucktes oder ungedrucktes Material ver-

wendet, 

3. keine unerlaubte fremde Hilfe in Anspruch genommen, 

4. sie weder in der gegenwärtigen noch in einer anderen Fassung einer in- oder 

ausländischen Fakultät als Dissertation, Semesterarbeit, Prüfungsarbeit, oder 

zur Erlangung eines akademischen Grades, vorgelegt habe. 

 

Philipp Berning 

 

 

 

Münster, den 23.08.2016     



1 

Inhaltsverzeichnis 

1.	 Einleitung 2	
1.1.	 DAS EWING SARKOM .............................................................................................. 2	
1.1.	 CHEMOKINE UND CHEMOKINREZEPTOREN ............................................................... 5	
1.2.	 REZEPTOR TYROSINKINASEN (RTK) ..................................................................... 10	
1.3.	 RTK INHIBITOREN ................................................................................................ 11	
1.4.	 ZIELSETZUNG DIESER ARBEIT ............................................................................... 15	

2.	 Material und Methoden 16	
2.1.	 CHEMIKALIEN UND REAGENZIEN ........................................................................... 16	
2.2.	 ANTIKÖRPER ........................................................................................................ 17	
2.3.	 MATERIAL ............................................................................................................ 19	
2.3.1.	 HUMANE TUMORZELLLINIEN ............................................................................... 19	
2.3.2.	 PRIMÄRZELLEN AUS TUMORBIOPSIEN ................................................................. 20	
2.3.3.	 GERÄTE ............................................................................................................ 20	
2.3.4.	 VERBRAUCHSMATERIALIEN ................................................................................ 21	
2.3.5.	 PUFFER UND MEDIEN ........................................................................................ 22	
2.4.	 SOFTWARE .......................................................................................................... 23	
2.5.	 METHODEN .......................................................................................................... 23	
2.5.1.	 ZELLBIOLOGISCHE METHODEN ........................................................................... 23	
2.5.2.	 MIGRATIONSVERHALTEN VON ZELLEN ................................................................ 25	
2.5.3.	 PROTEINBIOCHEMIE ........................................................................................... 26	
2.5.4.	 DURCHFLUSSZYTOMETRIE ................................................................................. 30	

3.	 Ergebnisse 32	
3.1.	 DER CXCR4-INHIBITOR PLERIXAFOR STIMULIERT DAS ZELLWACHSTUM ................. 32	
3.2.	 DER CXCR4 AGONIST CXCL12 BEEINFLUSST DAS ZELLWACHSTUM NICHT ............ 34	
3.3.	 G-CSF (FILGRASTIM) BEEINFLUSST DAS ZELLWACHSTUM NICHT ............................ 35	
3.4.	 DER CHEMOKINREZEPTOR CXCR4 AUF PROTEINEBENE EXPRIMIERT ..................... 36	
3.5.	 PLERIXAFOR BEEINFLUSST DIE CXCR4 PROTEINEXPRESSION ............................... 40	
3.6.	 PLERIXAFOR UND CXCL12 BEEINFLUSSEN DAS MIGRATIONSVERHALTEN ............... 43	
3.7.	 WIRKUNG VON PLERIXAFOR AUF SIGNALTRANSDUKTIONSWEGE UND RTK ............. 45	
3.7.1.	 PLERIXAFOR FÜHRT ZUR PHOSPHORYLIERUNG DER PROTEINKINASE AKT ........... 45	
3.7.2.	 AKTIVIERUNG VON RTK DURCH PLERIXAFOR ...................................................... 46	
3.8.	 DASATINIB UND SORAFENIB HEMMEN DAS ZELLWACHSTUM .................................... 55	
3.9.	 DASATINIB HEMMT PLERIXAFOR VERMITTELTES ZELLWACHSTUM ........................... 57	

4.	 Diskussion 59	

5.	 Literaturverzeichnis 69	

6.	 Danksagung 79	

7.	 Lebenslauf 80	

8.	 Eigene Publikationen 81	

9.	 Anhang I	



2 

1. Einleitung 

1.1. Das Ewing Sarkom 
1.1.1. Definition 

Ewing Sarkome sind die zweithäufigsten malignen Knochentumoren im Kindes- 

und Jugendalter. Das mediane Alter bei Diagnose liegt bei 15 Jahren, Fälle mit 

Diagnosezeitpunkt nach dem 30. Lebensjahr sind beschrieben [1]. Das Ge-

schlechterverhältnis liegt bei 1,3:1 für das männliche Geschlecht [2,3]. Die E-

wing Sarkom Familie (Ewing sarcoma family of tumors; EFT) besteht neben 

dem Ewing Sarkom (EwS) aus dem peripheren neuroektodermalen Tumor 

(pNET), dem Askin Tumor der Thoraxwand und dem atypischen Ewing Sarkom 

[4,5]. Nach Terminologie der World Health Organization (WHO) wird diese 

Gruppe von Tumoren zusammenfassend als  „Ewing Sarkom“ bezeichnet [6].  

 

Charakteristisch für das Ewing Sarkom ist eine reziproke, chromosomale 

Translokation, die zu einem onkogenen Fusionsprotein, bestehend aus dem 

EWS-Protein und einem Transkriptionsfaktor der ETS--Familie, führt [7]. Diese 

Translokation liegt in 85-95% der Fälle zwischen dem Chromosom 11 und 22 

t(11;22)(q24;q12) und führt zur Bildung des onkogenen Fusionsproteins EWS-

FLI1. Fusionsproteine aus dem EWS-Protein und anderen Transkriptionsfakto-

ren der ETS Familie liegen weniger häufig vor [8]. Weiterhin charakteristisch ist 

die hohe Expression des CD99 (MIC2) Oberflächenantigens in 95-100% der 

Fälle [9,10]. Das EWSR1 (Ewing sarcoma breakpoint region 1) Gen kodiert für 

das ubiquitär exprimierte RNA-bindende EWS-Protein, das als Transkriptions-

aktivator durch Bindung von Promoterregionen und durch Interaktionen mit der 

RNA-Polymerase II die Genexpression beeinflusst [11,12,13]. FLI1 (friend leu-

kemia virus integration site 1) als Mitglied der ETS-Transkriptionsfaktorfamilie 

ist beteiligt an der Regulation von Zellproliferation, embryonaler Entwicklungs-

prozesse und Tumorgenese [7]. EWS-ETS Fusionsproteine, meist EWS-FLI1, 

enthalten die DNA-bindenden Eigenschaften des ETS-Transkriptionsfaktors 

und beeinflussen durch ihren EWS-Anteil die Genexpression. Das EWS-FLI1 

Fusionsprotein und die alternativen EWS-ETS-Fusionsproteine sind starke on-

kogene Transkriptionsregulatoren, deren Wirkung auf verschiedene Zielgene 
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entscheidend für Tumorgenese und Tumorphänotyp des Ewing Sarkoms ist 

[14,15,16]. 

 

1.1.2. Klinik  

Das Ewing Sarkom ist am häufigsten in den Beckenknochen und in den 

Femurdiaphysen lokalisiert. Weniger häufig befallen sind die Diaphysen von 

Tibia und Fibula, gefolgt von Humerus und Brustwand. Bei etwa 25% der Pati-

enten sind zum Zeitpunkt der Diagnose Metastasen vorhanden und treten 

überwiegend in der Lunge, gefolgt von Knochen und Knochenmark auf [17]. Die 

Patienten präsentieren sich klinisch mit lokalisierten, über Wochen bestehen-

den Knochenschmerzen oder Schwellungen der betroffenen Extremität [18,19]. 

Die Schmerzintensität nimmt meist im Verlauf zu, insbesondere nachts und un-

ter Belastung. Abhängig von Tumorlokalisation und Tumorgröße kann es zur 

Nervenkompression mit entsprechenden Ausfallerscheinungen kommen. In 

fortgeschrittenen Krankheitsstadien können Fieber, Anämie und Gewichtsver-

lust auftreten [18,20]. 

 

1.1.3. Therapie und Prognose 

Die Therapie von Patienten mit Ewing Sarkom erfolgt multidisziplinär in spezia-

lisierten Zentren im Rahmen multizentrischer Studien. Die präoperative, neoad-

juvante Chemotherapie ist gefolgt von Lokaltherapie und Fortführung der sys-

temischen Chemotherapie. Nach aktuellem Protokoll EWING 2008 der Coope-

rativen Ewing Sarkom Gruppe der Gesellschaft für Pädiatrische Hämatologie 

und Onkologie (GPOH) [21] erhalten alle Patienten sechs Zyklen Induktions-

chemotherapie mit Vincristin, Ifosfamid, Doxorubicin und Etoposid (VIDE). Es 

folgt eine vollständige Tumorresektion mit Sicherheitsabstand. In Abhängigkeit 

von Tumorvolumen und Lokalisation kann eine präoperative Bestrahlung 

durchgeführt werden. Postoperativ wird eine Bestrahlung bei inkompletter Re-

sektion und ungünstigem histologischem Ansprechen angeschlossen. Bei In-

operabilität, beispielsweise bei nicht-resezierbaren Becken- oder Stammtumo-

ren, stellt die alleinige Bestrahlung eine Alternative dar. Es folgt eine postopera-

tive Erhaltungschemotherapie.  Bei gutem histologischen Ansprechen und loka-
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lisierter Erkrankung werden Therapieschemata mit Vincristin, Actinomycin und 

Cyclophosphamid oder Ifosfamid (VAC/VAI) eingesetzt. Patienten mit schlech-

tem histologischen Ansprechen, pulmonalen Metastasen oder primär dissemi-

nierter Erkrankung werden in weiteren Therapiearmen für hohes Risiko bzw. 

sehr hohes Risiko behandelt. Hier werden neben einer Erhaltungstherapie mit 

VAI/VAC eine Hochdosis-Chemotherapie (HDT) mit Busulfan und Melphalan 

bzw. Treosulfan und Melphalan mit anschließender autologer Stammzelltrans-

plantation eingesetzt (Abbildung 1). Die Stammzellasservierung erfolgt während 

der Induktionschemotherapie. Zur Mobilisation wird in erster Linie Granulozy-

ten-Kolonie stimulierendem Faktor (GCSF; Filgrastim; z.B. Neupogen®) einge-

setzt. Bei unzureichender Mobilisation wird der CXCR4 Inhibitor Plerixafor 

(AMD3100; z.B. Mobozil®) eingesetzt (Abbildung 1). 

 

Zu den Prognose bestimmenden Faktoren zählen Tumorlokalisation und Tum-

orgröße, das Vorhandensein von Metastasen, Patientenalter und histologisches 

Ansprechen auf die Chemotherapie [17,22].  Durch moderne, multimodale The-

rapiekonzepte kann heute bei lokalisierter Erkrankung und gutem histologi-

schen Ansprechen ein 3-Jahres Überleben von über 70% für die  Patienten er-

zielt werden [23]. Eine schlechtere Prognose besteht bei ungünstigem histolo-

gischen Ansprechen, Tumorvolumen über 200ml, Alter bei Diagnose über 14 

Jahre und insbesondere für die 25% der Patienten mit primär metastasierter 

Erkrankung [17,19,23]. Die Prognose für Patienten mit Skelett- plus Lungenme-

tastasierung ist für das Überleben besonders ungünstig [24]. Insgesamt redu-

ziert das Vorliegen einer primären Metastasierung die Prognose mit einem 4-

Jahres-Überleben von 27% deutlich [24]. Kommt es zu einem Erkrankungsre-

zidiv, ist das 5-Jahres-Überleben mit 13% noch deutlich ungünstiger [25]. Durch 

ergänzende Hochdosischemotherapie konnte bei Patienten mit Rezidiv eines 

Ewing Sarkoms, die ein Ansprechen auf die Standardrezidivtherapie zeigen, ein 

um 14% verbessertes 2-Jahres-Überleben erzielt werden [26]. 

 

Dies zeigt die Notwendigkeit der Erforschung neuer metastasengerichteter The-

rapieansätze. In der Therapie verschiedener Krebserkrankungen werden be-
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reits erfolgreich Rezeptor Tyrosinkinase Inhibitoren eingesetzt. Sie wirken ge-

zielt auf molekulare Zielstrukturen der Tumorzellen und hemmen Signalwege, 

die an Proliferation und Migration von Tumorzellen beteiligt sind [27,28]. Weite-

re potentielle Zielstrukturen sind Chemokinrezeptoren [29,30]. 

 
Abbildung 1 Therapiealgorithmus nach dem EWING 2008 Studienprotokoll 

Übersetzt und modifiziert nach dem Ewing 2008 Studienprotokoll [21]. Hervor-
gehoben dargestellt ist die Stammzellasservierung (harvest PBSC) autologer 
Stammzellen im Rahmen des Induktionszyklus mit 6 Zyklen VIDE. 
 

1.1. Chemokine und Chemokinrezeptoren 
Chemokine sind, mit einem Molekulargewicht von 8-10kDa, kleine Polypeptid-

Moleküle, die Leukozyten- und Endothelzellaktivierung und damit Immunzell-

migration und Chemotaxis durch die Bindung G-Protein-gekoppelter Chemokin-

rezeptoren vermitteln. Chemokinrezeptorinteraktionen mit Chemokinen tragen 

auch zu tumorunterhaltenden Prozessen wie Zellwachstum, Angiogenese und 

Metastasierung von Tumoren bei [31,32]. Beschrieben sind etwa 50 humane 

Chemokine und 20 Chemokinrezeptortypen, die sich anhand der Cysteinreste 

(C steht für Cystein, X für eine weitere Aminosäure zwischen zwei Cysteinres-
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ten) des Amino-Terminus in vier Untergruppen einteilen (CXC, CC, C, und 

CX3C) [33,34]. Chemokinrezeptoren weisen als G-Protein-gekoppelte Rezepto-

ren sieben Transmembrandomänen auf, die über extrazelluläre Loops verbun-

den sind. Die Signaltransduktion führt nach Chemokinbindung und Rezep-

torstrukturänderung über G-Protein-Aktivierung schließlich zur Effektorenzym-

aktivierung [31,34]. Die Liganden-unabhängige Kreuzaktivierung von RTK 

durch G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCR), zu denen auch der Chemo-

kinrezeptor CXCR4 zählt, ist ebenfalls beschrieben [35,36]. Über Adapter-

Proteine wie Src Kinasen kommt es zur Transphosphorylierung von RTK, die 

zur Aktivierung ihrer nachgeschalteten Signalwegen führt, mit Wirkung auf Zell-

proliferation, Zellüberleben und Angiogenese [37]. Die Transaktivierung der 

RTK EGFR durch GPCR und nachfolgende Aktivierung des MAPK und des 

PI3K/Akt/mTor Signalwegs ist für verschiedene solide Tumore beschrieben [38]. 

Diese Interaktionen sind bislang nur unzulänglich untersucht. 

 

1.1.1. Der Chemokinrezeptor CXCR4  

Der CXC-Motiv-Rezeptor Typ 4 (CXCR4 oder CD184) zählt zu den Chemokin-

rezeptorproteinen. Durch spezifische Ligandenbindung des Chemokins 

CXCL12 (CXC-Motiv-Chemokin 12), auch SDF-1a (stromal cell-derived factor 

1a), werden Prozesse wie Zellmigration, neuronale und kardiale Organogene-

se, Angiogenese sowie das Homing von hämatopoetischen Stammzellen ge-

steuert [39]. 

 

In Ewing Sarkom Patienten ist die Assoziation hoher CXCR4 Expression mit 

schlechtem Gesamtüberleben beschrieben [40,41]. Eine positive Korrelation 

der CXCR4 Expression mit dem Tumorvolumen zum Diagnosezeitpunkt ist au-

ßerdem bekannt [41]. Weiterhin konnte eine hohe CXCR4 Expression in Tu-

morproben von Ewing Sarkom Patienten mit Metastasen festgestellt werden, 

sodass eine Beteiligung einer SDF-1a-CXCR4-Achse an Metastasierungspro-

zessen beim Ewing Sarkom angenommen wird [40,42]. Auch weitere pathologi-

sche Prozesse werden durch CXCR4 vermittelt. CXCR4 ist auf T-Helferzellen 
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exprimiert und dient neben dem CCR5 Chemokinrezeptor als Co-Rezeptor für 

das zelluläre Eindringen HI-Virus [43]. Tumorzellproliferation und Tumorzellmig-

ration von hämatologischen und soliden Tumoren werden auch durch CXCR4 

vermittelt [44]. Eine CXCR4 Expression korreliert auch mit schlechter Prognose 

bei hämatologischen Tumoren [45] und weiteren soliden Tumoren, wie Tumo-

ren der Brust, des Darms sowie Knochen- und Weichgewebssarkomen 

[46,47,48]. CXCR4 ändert durch Bindung seines Liganden CXCL12 an den N-

Terminus seine Konformation. Dies führt zur Aktivierung des gekoppelten hete-

rotrimeren Gi-Protein Komplex mit GTPase Aktivität. Die nachfolgend vom G-

Proteinkomplex dissoziierte aktive Ga-GTP Untereinheit aktiviert nachgeschal-

tete Signalwege [34]. Zu den nachgeschalteten aktivierten Signalwegen zählen 

MEK1/2, ERK1, JAK/STAT sowie auch der AKT Signalweg, die sowohl Zell-

proliferation vermitteln als auch Zellmigration durch vermehrte VEGF Sekretion 

[49,50,51,52]. 

 

1.1.2. Das Chemokin CXCL12  

Das Chemokin CXCL12, auch stromal cell-derived factor 1a (SDF-1a), zählt zu 

der Gruppe CXC-Motiv Chemokine [53].  Mehrere, teils organspezifische, Spli-

ce-Varianten des CXCL12 sind beschrieben, wobei funktionelle Unterschiede 

nicht genau geklärt sind. Hohe physiologische Bedeutung haben die Isoformen 

SDF-1a und SDF-1b [43,54]. CXCL12 wird von Bindegewebs- und Endothelzel-

len exprimiert und sezerniert. Physiologisch hohe CXCL12 Konzentrationen 

sind für Knochenmark, Leber, Lunge, Herz und ZNS beschrieben [54,55,56]. Es 

besteht eine Rezeptor-Liganden Beziehung zwischen den Chemokinrezeptoren 

CXCR4 und CXCR7 [57]. Abbildung 2 bildet schematisch die Ligand-Rezeptor 

Interaktion mit Aktivierung nachgeschalteter Signalweg der CXCL12-CXCR4 

Achse ab. Als chemotaktisch wirkendes, also an Zellbewegung beteiligtes 

Chemokin, spielt SDF-1a eine große Rolle bei der Angiogenese, der Organbil-

dung sowie bei der Organ- und Wundheilung [56,58]. Ferner ist eine SDF-1a-

CXCR4 Interaktion entscheidend für die Bindung der Stammzellen an ihren 

Speicherorten. Dieses gilt insbesondere auch für die Hämatopoese und Myelo-

poese im Knochenmark [43,57,59,60]. Eine Hohe SDF-1a Expression wurde in 
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Lungen und Knochen(-mark) festgestellt, die gleichzeitig bei Ewing Sarkom Pa-

tienten häufige Manifestationsorte von Tumormetastasen sind [41,61].  

 

1.1.3. Der Granulozyten-stimulierender Faktor (G-CSF) und der Chemo-

kinrezeptor Antagonist Plerixafor (AMD3100, Mobozil®)  

G-CSF wird physiologisch bei Entzündungsprozessen von Makrophagen, En-

dothelzellen und Immunzellen sezerniert [62]. G-CSF wirkt durch Bindung an 

den transmembranen G-CSF-Rezeptor (CD114) auf hämatopoetischen Stamm-

zellen, myeloiden Progenitorzellen, Granulozyten und Monozyten [63]. Es führt 

über eine komplexe Aktivierung von Transkriptionsfaktoren, Tyrosinkinasen wie 

Src Kinasen und des PI3K-Akt-Signalwegs zu Proliferation und Differenzierung 

[64,65] von Vorläuferzellen und determinierter Progenitorzellen neutrophiler 

Granulozyten (CFU-GM) im Knochenmark. Dies führt zur vermehrten Aus-

schleusung reifer neutrophiler Granulozyten, ein klinisch-therapeutisch genutz-

ter Effekt von G-CSF zur Behandlung von Neutropenie nach zytostatischer The-

rapie [66,67]. Weiterhin erfolgt die Verwendung aufgrund stammzellmobilisie-

render Wirkung zur Stammzellasservierung im Rahmen von Knochenmarkt-

ransplantation und Chemotherapie mit Hochdosistherapiekonzept [68,69,70]. 

Plerixafor wird als CXCR4-Antagonist für die Freisetzung hämatopoetischer 

Stammzellen in die Blutbahn zur Stammzellasservierung erfolgreich verwendet 

[71]. Die von der amerikanischen Aufsichtsbehörde FDA im Jahr 2008 und von 

der europäischen Aufsichtsbehörde EMA im Jahr 2009 erteilte Zulassung um-

fasst den Zweitlinien Einsatz zur verbesserten Stammzellmobilisation in Kombi-

nation mit dem Granulozyten-stimulierender Faktor (G-CSF) bei Non-Hodgkin 

Lymphomen und beim Multiplem Myelom bei Hochdosischemotherapiekonzep-

ten mit autologer Stammzelltransplantation [71,72].  

 

Die Wirkung von Plerixafor erfolgt über einen Antagonismus am CXCR4 Rezep-

tor von hämatopoetischen Stammzellen. Die stammzellmobilisierende Wirkung 

durch alleinige CXCR4 Inhibition ist gering. In Kombination mit G-CSF zeigt Ple-

rixafor eine synergistische Wirkung bei der Mobilisierung hämatopoetischer 

Stammzellen. So kann bei Patienten, bei denen G- CSF alleine nicht zu einer 
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ausreichenden Mobilisation von Stammzellen ausreicht, eine erfolgreiche 

Stammzellmobilisation induziert werden [73]. Plerixafor als Partialagonist 

hemmt über eine starke Bindung an die Ligandenbindungsstelle des CXCR4 

Rezeptors eine Interaktion mit dem N-Terminus des Liganden CXCL12 [74,75]. 

Weiterhin fungiert Plerixafor als allosterischer Agonist am Chemokinrezeptor 

CXCR7 [76]. 

 

Über die Plerixafor-vermittelte Inhibition einer Interaktion von CXCL12 mit dem 

CXCR4-Rezeptor, der in verschiedenen Tumorentitäten exprimiert wird 

[46,47,48], konnten im Mausmodell das Metastasierungsverhalten von 

Mammakarzinom Zellen negativ beeinflusst werden [77]. Eine Arbeit hat ge-

zeigt, dass durch Plerixafor in TC32 und CHLA-25 EwS Zelllinien in vitro die 

Zellmigration in Richtung eines CXCL12 Gradienten inhibiert werden konnte 

[42]. 
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Abbildung 2 Darstellung des Signalwegs der CXCL12-CXCR4-Achse 

Modifiziert nach Liao et al. [30] und Xu et al. [78]. Der Ligand CXCL12 bindet an 
CXCR4 mit nachfolgender Aktivierung der nachgeschalteten PI3K-AKT und 
MAPK-ERK Signalwege, mit Wirkung auf Zellproliferation und Zellmigration. 
Plerixafor (AMD3100) inhibiert die CXCL12-CXCR4 Rezeptor-Interaktion. Pleri-
xafor dargestellt als Antagonist an CXCR4. 
 

1.2. Rezeptor Tyrosinkinasen (RTK) 
Rezeptor Tyrosinkinasen sind Transmembranproteine, die in vielzelligen Or-

gansimen zur Kommunikation verschiedener Zellen beitragen. Zelluläre Pro-

zesse und Interaktionen wie Zellwachstum, Zellüberleben, Zelltod, Migration 

und Adhäsion werden durch sie gesteuert [79].  

 

Die Einteilung der bisher identifizierten humanen 58 RTK erfolgt in 20 Unterfa-

milien. Die RTK bestehen aus einer N-terminalen Liganden-bindenden extrazel-

lulären Domäne, einer Transmembrandomäne, und einer intrazellulären Domä-

ne mit Tyrosinkinaseaktivität [80]. Durch Liganden-abhängige Aktivierung, zum 

Beispiel durch die Bindung eines Wachstumsfaktors, kommt es zur Konformati-

onsänderung der RTK mit Homo- oder Heterodimerisierung zweier zuvor inakti-

ver mono- oder oligomerer RTK [81,82].  Hierdurch kommt es zur Autophospho-

rylierung von Tyrosinresten der Rezeptoren sowie benachbarter Rezeptoren, 
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die als Bindungsstellen für intrazelluläre Proteine der intrazellulären Signalwei-

terleitung dienen [82]. Durch Besetzung dieser Phospho-Tyrosinreste mit Prote-

inen mit spezifisch bindender SH2-Domäne (SRC-homology 2 domaines) kön-

nen weitere intrazelluläre Signalwege aktiviert werden[83]. Abweichend vom 

physiologischen Aktivierungs- und Regulationsvorgang sind Dysregulation und 

unkontrollierte Aktivierung von RTK an der Entstehung von Tumoren beteiligt 

[81]. Zu den Mechanismen zählen Überexpression, Genamplifikation, chromo-

somale Translokation, aktivierende Mutationen und Störungen der RTK Inakti-

vierung [84]. Die Identifizierung und gezielte Hemmung dieser Mechanismen 

stellt einen wichtigen Ansatz für molekular zielgerichtete Therapieansätze dar. 

 

Zielgerichtete Therapieansätze beim Ewing Sarkom mit RTK als Zielstrukturen 

sind Gegenstand aktueller Forschung. Das EWS-FLI1 Fusionsprotein wirkt als 

pathogenetischer Transkriptionsfaktor. Das Fusionsprodukt wirkt zu einem gro-

ßen Teil über die Interaktion mit sekundären zellulären Aktivierungswegen und 

beeinflusst zum Beispiel auch die Expression von RTK und RTK-Liganden. Die-

ses konnte beispielsweise  für die an der Angiogenese und Tumorigenese be-

teiligten RTK-Liganden VEGF und IGF-1 (IGF-1: insuline-like growth factor) 

[85,86]. Für andere RTK, die nicht direkte Zielstrukturen von EWS-FLI1 sind, 

konnte eine Überexpression in EwS Zellen nachgewiesen werden. Weitere, wie 

ROR1 und FGFR1, scheinen zur Tumorprogression und Metastasierung beizu-

tragen [87,88]. Das Verständnis von RTK Interaktionen mit weiteren Proteinen 

der Signaltransduktionswege sowie in Netzwerken von RTK und Chemokinre-

zeptoren ist wichtig für den Einsatz moderner zielgerichteter Therapie wie RTK 

Inhibitoren zur Therapie von Resistenzentwicklung und Metastasierungsprozes-

sen beim Ewing Sarkom. 

 

1.3. RTK Inhibitoren 
Die Gruppe der RTK stellt wichtige Angriffspunkte zielgerichteter Therapiean-

sätze in der Tumortherapie dar. Zwei Typen zielgerichteter Therapieansätze 

werden unterschieden: sogenannte Small Molecule Tyrosinkinase Inhibitoren 

(TKI) und monoklonale Antikörper. Small Molecule Inhibitoren durchdringen die 
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Zellmembran und konkurrieren mit ATP um die ATP-Bindungsstelle von Rezep-

tor Tyrosinkinasen und inhibieren damit eine nachfolgende Signalkaskadenakti-

vierung [28].  

 

In verschiedenen hämatologischen und onkologischen Tumorerkrankungen mit 

treibenden Mutationen in Tyrosinkinasen bieten Small Molecule Inhibitoren mo-

derne zielgerichtete und effektive Therapieansätze. Von großer klinischer Be-

deutung ist beispielsweise Imantinib, mit Wirkung auf die chimäre intrazelluläre 

Tyrosinkinase Abelson Murine Leukemia Viral Oncogene Homolog 1 (ABL) und 

das pathogenene Fusionsprotein BCR-ABL aus dem breakpoint cluster region 

Gen (BCR) und dem ABL-Gen bei der Behandlung der chronischen myeloi-

schen Leukämie (CML) [89]. Imatinib hat auch eine inhibitorische Wirkung auf 

die RTK c-KIT bei gastrointestinalen Stromatumoren (GIST) [89]. Erlotinib, ein 

weiterer Tyrosinkinaseinhibitor, wird therapeutisch im nicht-kleinzelligen Bron-

chialkarzinom angewandt und hat als Zielstruktur die RTK Epidermal Growth 

Factor Receptor (EGF-R) [28,89]. 

 

Eine gut beschriebene Zielstruktur RTK-basierter Therapieansätze im Ewing 

Sarkom ist die RTK IGF-1R. Die EWS-FLI1-abhängige Überexpression des 

Liganden IGF-1 führt über die Interaktion mit dem IGF-1R zur Bildung einer au-

tokrinen Aktivierungsschleife [90,91]. Gleichzeitig ist die Expression von IGF-

bindenden Proteine wie Insuline-like growth factor binding protein 3 (IGFBP3), 

das freies IGF-1 bindet und somit eine IGF-1R Aktivierung inhibiert, durch 

EWS-FLI1 herunterreguliert [15]. Durch diesen Signalweg kommt es zur Aktivie-

rung der nachgeschalteten Signalwege, wie dem Phosphoinositid-3-Kinase-

Proteinkinase B (PI3K-AKT) Signalweg und Ras-Raf-Mitogen-activated protein 

kinase (Ras-Raf-MAPK) Signalweg [92,93]. IGF-1R Inhibition führte in präklini-

schen Studien zu verminderter Phosphorylierung von Proteinkinase B (AKT) 

und MAPK, d.h. zur Inaktivierung von Proteinen der nachgeschalteten Signal-

wege mit Hemmung des Tumorzellwachstums sowie Induktion von Apoptose 

[94,95]. In klinischen Studien zeigte die Therapie mit IGF-1R Antikörpern mode-

rate Effekte mit eher mäßigen Responseraten im Bereich von 10-17% 
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[96,97,98]. Resistenzentwicklungen durch Wechsel zu IGF-2/IR-A (IR-A: insuli-

ne receptor A) mit IGF-1R-unabhängiger Aktivierung der AKT und MAPK Sig-

nalwege sind beschrieben [99]. Durch siRNA-basiertes Ausschalten der RTK 

MST-1R, die zur Familie der MET gehört, zeigte sich in Ewing Sarkom Zellen 

eine wiederhergestellte IGF-1R Sensitivität [100].  

 

Die Entwicklung von Resistenzmechanismen gegen TKI und RTK-basierte The-

rapieansätze sind beschrieben und stellen eine Herausforderung in der moder-

nen Krebstherapie dar. Durch Amplifikation bzw. Überexpression, Punktmutati-

on in der Kinasedomäne sowie klonale Evolution, d.h. durch Auftreten weiterer 

zytogenetischer Aberrationen, kann es beispielsweise zur Imatinib Resistenz-

bildung bei der CML im Therapieverlauf kommen [101]. Die kompensatorische 

Kreuzaktivierung oder Überexpression weiterer RTK und damit die Aktivierung 

gemeinsamer nachgeschalteter Signalwege sind weitere Mechanismen der Re-

sistenzbildung [102]. Die genannten Resistenzmechanismen bilden die Ratio-

nale für den Einsatz moderner Multityrosinkinaseinhibitoren mit simultaner Inhi-

bition mehrerer RTK und nachgeschalteter Signalproteine. Eine Kenntnis von 

Mechanismen der Resistenzentwicklung und die Entwicklung verfeinerter Stra-

tegien im Umgang mit der RTK Therapie gehören zu den Aufgaben aktueller 

Tumorforschung. 

 

1.3.1. Sorafenib  

Sorafenib ist ein oraler Multityrosinkinaseinhibitor, der seit 2006 für die Behand-

lung von Patienten mit Nierenzellkarzinom in fortgeschrittenen Stadien und 

nicht-resezierbarem Leberzellkarzinom (HCC) zugelassen ist [103,104]. Mole-

kulare Zielstrukturen von Sorafenib sind die häufig in HCC Zellen überexpri-

mierten Raf-Kinasen [105]. Wie für alle TKI sind auch für Sorafenib mehrere 

Zielstrukturen beschrieben, so wird durch Inhibition der Raf-Kinase eine Signal-

kaskadenaktivierung des Ras-Raf-MAPK Signalwegs blockiert. Eine übermäßi-

ge Aktivierung des protoonkogenen Raf-Kinase Signalwegs durch Mutation 

kann in 30% unterschiedlicher humaner maligner Tumore nachgewiesen wer-

den [106]. Hingegen konnte in Ewing Sarkom nur in wenigen Fällen aktivieren-
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de Mutationen der Raf-Kinase festgestellt werden [107]. Eine Inhibition des ak-

tiven MAPK Signalweges kann hier dennoch einen Angriffspunkt für Sorafenib 

bieten [92]. Weitere potentielle Zielstrukturen von Sorafenib in Ewing Sarkomen 

sind die RTK VEGFR und PDGFR, die an Tumorangiogenese und Tumorzell-

proliferation beteiligt sind [108,109]. Dieser Ansatz scheint bei Patienten mit 

Ewing Sarkomen in frühen klinischen Studien wirksam zu sein [109]. 

 

1.3.2. Dasatinib 

Dasatinib ist ein oraler Multityrosinkinaseinhibitor, der seit 2006 für die Behand-

lung von Patienten mit Imatinib-resistenter Mutation der BCR-ABL Tyrosinkina-

se bei CML zugelassen ist. Dasatinib besitzt TKI-Aktivität gegenüber den Tyro-

sinkinasen BCR-ABL, Src-Gruppe, c-Kit, Ephrinrezpetoren (Eph), PDGFR [110]. 

Eine Überaktivierung der protonkogenen Src-Gruppe der Tyrosinkinasen ist in 

verschiedenen Tumoren beschrieben, u.a. auch in Ewing Sarkom Zellen 

[111,112]. Src Tyrosinkinasen sind nicht-Rezeptor gebundene Tyrosinkinasen, 

die im Zytosol lokalisiert sind. Funktionell sind Src Tyrosinkinasen an der Sig-

naltransduktion von RTK wie EGFR, PDGFR, FGFR2a, CSF-1R, IGF1R [113] 

sowie ROR1 [114] beteiligt. Bereits niedrige Dasatinib Konzentrationen zur Blo-

ckierung von Src Tyrosinkinasen zeigten in präklinischen Studien eine apoptos-

einduzierende, migrationshemmende und proliferationshemmende Wirkung in 

Ewing Sarkom Zellen [112]. 
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1.4. Zielsetzung dieser Arbeit 
Ziel der vorliegenden Arbeit war es, den CXCR4 Chemokininhibitor Plerixafor 

als potentielle therapeutische Substanz im Ewing Sarkom zu evaluieren. Dabei 

sollte die proliferationshemmende Wirkung von Plerixafor und zusätzlich der 

Tyrosinkinaseinhibitoren Dasatinib und Sorafenib auf Ewing Sarkom Zellen un-

tersucht werden. Wider Erwarten zeigte sich eine proliferationsfördernde Wir-

kung von Plerixafor. Basierend darauf sollte die Wirkung von Plerixafor in Ewing 

Sarkom Zellen auf 

 

1. CXCR4-vermittelte Mechanismen der Zellproliferation, auf 

2. Mögliche RTK-vermittelte Mechanismen, sowie 

3. die Möglichkeit, diese durch Kombination mit RTK Inhibitoren zu unterbin-

den, untersucht werden. 
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2. Material und Methoden 

2.1. Chemikalien und Reagenzien 
(di-)Natriumhydrogenphosphat AppliChem,Darmstadt 
Acrylamid 30% 29:1 BIO-RAD, München 
Agarose AppliChem, Darmstadt  
Ammoniumpersulfat (APS) Sigma-Aldrich, St. Louis USA 
Antifect N liquid Schülke, Norderstedt 
Aqua ad iniectabilia Braun, Melsungen 
Beta-Mercaptoethanol AppliChem, Darmstadt 
Bromphenolblau AppliChem, Darmstadt  
Carbenicillin AppliChem, Darmstadt 
Chloroquine Sigma-Aldrich, St. Louis USA 
Citronensäure AppliChem, Darmstadt  
Complete Mini Protease Inhibitor Roche, Basel Schweiz 
D(+)Glucose AppliChem, Darmstadt  
Dasatinib Selleckchem, München 
4',6-Diamidino-2-phenylindole·2HCl (DAPI) Serva, Heidelberg 
Dimethylsulfoxid (DMSO) AppliChem, Darmstadt 
DMEM Dulbeccos modified eagle medium 
High glucose 

Life technologies, Darmstadt 
DNase/RNase freies Wasser Life technologies, Darmstadt 
dNTPs (2-Desoxyribonukleosid-triphosphat) Promega, Fitchburg USA 
Doxycyclin-Hyclat AppliChem, Darmstadt 
DTT Sigma-Aldrich, St. Louis USA 
Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM) Life technologies, Darmstadt 
Dulbecco's Phosphate buffered saline (DPBS) Sigma-Aldrich, St. Louis USA 
EDTA (Ethylendiamintetraessigsäure) AppliChem, Darmstadt  
Ethanol 70% AppliChem, Darmstadt 
Ethanol 96% AppliChem, Darmstadt 
Ethanol absolute >99% AppliChem, Darmstadt 
Fetales bovines  Serum Biochrom, Berlin 
Fetales Kälberserum tet-prove GE Healthcare Life Sciences, Frei-

burg Glycerol AppliChem, Darmstadt 
Glycin AppliChem, Darmstadt 
Hefeextrakt AppliChem, Darmstadt 
HEPES Puffer AppliChem, Darmstadt  
Hygromycin B Roth, Karlsruhe 
Isopropanol Roth, Karlsruhe 
Kaliumchlorid AppliChem, Darmstadt 
Lipofectamine RNAiMax Life technologies, Darmstadt 
Lipofectamine 2000 Life technologies, Darmstadt 
Luminol AppliChem, Darmstadt  
Methanol AppliChem, Darmstadt 
Milchpulver Roth, Karlsruhe 
M-MLV Reverse Transkriptase Promega, Fitchburg USA 
Natriumchlorid AppliChem, Darmstadt 
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2.2. Antikörper 
2.2.1.1. Primäre Antikörper 

Antikörper Spezies Einsatz  Hersteller 

Human Anti-CXCR4 Rabbit 1:1000 Abcam, Cambridge, UK 
Human Anti-phospho- 
SAPK/JNK (Thr183/Tyr185) 

Rabbit 1:1000 Cell Signaling, Leiden, Nieder-
lande 

Natriumfluorid AppliChem, Darmstadt 
Natriumhydroxid AppliChem, Darmstadt 
Natriummolybdat AppliChem, Darmstadt  
Natriumpyrophosphat AppliChem, Darmstadt  
NP40/Igepal Sigma-Aldrich, St. Louis USA 
Paraformaldehyd Roth, Karlsruhe 
p-Coumarinsäure Sigma-Aldrich, St. Louis USA 
PEG-it Solution System Bio, Santa Clara USA 
Phusion HotStart Polymerase Thermo Scientific, Schwerte 
Plerixafor Selleckchem, München 
Platinum Taq Polymerase Life technologies, Darmstadt 
Polybrene Merck, Darmstadt 
Ponceau S Sigma-Aldrich, St. Louis USA 
Precision Plus Protein Standard BIO-RAD, München 
Proteinase K Roth, Karlsruhe 
Puromycin PAA 
Random Primer Promega, Fitchburg USA 
RNase out Life technologies, Darmstadt 
RPMI-1640 Medium Life technologies, Darmstadt 
Salzsäure Sigma-Aldrich, St. Louis USA 
Sodiumdodecylsulfat granuliert AppliChem, Darmstadt 
CXCL12/SDF-1 alpha recombinant R&D Systems, Minneapolis, USA 
Sorafenib Selleckchem, München 
SybrSafe Life technologies, Darmstadt 
TaqMan universal Master Mix Life technologies, Darmstadt 
TEMED(N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin) BIO-RAD, München 
Trichloressigsäure AppliChem, Darmstadt  
Tris ultrapure AppliChem, Darmstadt 
Trypan Blau Sigma-Aldrich, St. Louis USA 
Trypsin EDTA (1x) 0,05% Life technologies, Darmstadt 
Tryptone AppliChem, Darmstadt  
Tween 20 AppliChem, Darmstadt  
Wasser demineralisiert Milli Q™ Millipore, Neu-Isenburg 
WST1 Cell Proliferation Reagent Roche Applied Sciences, Mannheim 
Xylol AppliChem, Darmstadt  
Zeocin Life technologies, Darmstadt 
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Human Anti-phospho-Akt 
(Ser473) 

Rabbit 1:1000 Cell Signaling, Leiden, Nieder-
lande 

Human Anti-phospho-p44/42 
MAPK 
(Erk1/2)(Thr202/Tyr204) 

Rabbit 1:1000 Cell Signaling, Leiden, Nieder-
lande 

Anti Aktin Goat 1:1000 Santa Cruz, Heidelberg 

Anti β-Aktin Mouse 1:1000 Santa Cruz, Heidelberg 
Human Anti-phospho-S6 Ri-
bosomal Protein (Ser235/236) 

Rabbit 1:1000 Cell Signaling, Leiden, Nieder-
lande 

Human Anti-phospho-c-Kit 
(Tyr719) 

Rabbit 1:1000 Cell Signaling, Leiden, Nieder-
lande 

Human Anti-c-Kit Rabbit 1:1000 Cell Signaling, Leiden, Nieder-
lande 

Human Anti-ROR1 Goat 1:250 R&D Systems, Minneapolis, 
MN USA 

 
2.2.1.2. Sekundäre Antikörper und konjugierte Antikörper 

Antikörper Spezies Einsatz Hersteller 
Anti-mouse IgG sek HRP 
konjugiert 

Horse 1:5000 Cell Signaling Technology, 
Inc., Danvers, MA USA 

Anti-rabbit IgG sek HRP 
konjugiert 

Donkey 1:4000 GE Healthcare Europe, Frei-
burg 

Anti-goat IgG HRP konjugiert Rabbit 1:3000 Invitrogen life technologies, 
Carlsbad, CA USA 

 

2.2.1.3. Fluorchrom-konjugierte Antikörper für Durchflusszytometrie 

Antikörper Spezies Menge Hersteller 
Anti-Human CXCR4 
PE-Cy7 konjugiert 

Mouse 0,1µg Affymetrix, Santa Clara, CA, USA 

IgG2a K Isotype Control PE-
Cy7 

Mouse 0,1µg Affymetrix, Santa Clara, CA, USA 

Anti-Goat IgG  
FITC konjugiert 
Sekundärantikörper 

Rabbit 0,75µg Jackson Immuno Reasearch, PA, 
USA 

Human Anti-ROR1 
Primärantikörper 

Goat 0,4µg R&D Systems, Minneapolis, MN , 
USA 

Goat Gamma Globulin 
Isotypkontrolle 

Goat 0,75µg Jackson Immuno Reasearch, PA, 
USA 

 
2.2.2. Kits 

Pierce BCA Protein Assay Kit Thermo Fisher, Schwerte 
Human phospho RTK Array Kit R&D Systems, Minneapolis, MN USA 
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2.3. Material 

2.3.1. Humane Tumorzelllinien 
Die Zelllinien TC32, TC71, 5838, A673 und SK-NMC stammen ursprünglich von 

der Zellbank des Children's Hospital Los Angeles. Die Zelllinien 697 (ACC 42), 

HL60 (ACC 3) und VH64 stammen aus der Deutschen Sammlung von Mikroor-

ganismen und Zellkulturen (DSMZ GmbH, Braunschweig) und wurden uns von 

Dr. Frans van Valen überlassen. A673 iEF2 und A673 iERG Zelllinien sind be-

schrieben [115] und wurden freundicherweise von Prof. S. Lessnick (Nationwide 

Children’s Hospital, Columbus, Ohio, USA) zur Verfügung gestellt. Die Zelllinien 

DCES-6, DCES- 5, DCES-16, DCES-17 wurden von der Arbeitsgruppe von 

Prof. Uta Dirksen etabliert. Alle weiteren Zelllinien stammen von der DSMZ oder 

von der American Type Culture Collection (Manassas, Virginia, USA). 
Zelllinie Tumorentität Zytogenetik Urspung Kulturbedin-

gungen 
A673 
(CRL1598) 

Ewing Sarkom t (11;22) 
EWS-FLI1 

weiblich, 15 Jahre RPMI + 10% 
FBS 

TC32 Ewing Sarkom t (11;22) 
EWS-FLI1 

weiblich, 17 Jahre, 
Ileum und angren-
zendes 
Weichgewebe 

RPMI +10% 
FBS 

TC71 Ewing Sarkom t (11;22) 
EWS-FLI1 

Männlich, 22 Jah-
re, Humerus, me-
tastasiert 

RPMI +10% 
FBS 

VH64 Ewing Sarkom Nicht be-
kannt 

EwS des Meta-
tarsus, isoliert aus 
malignem Pleura-
erguss 

RPMI +10% 
FBS 

5838 Ewing Sarkom EWS-ERG Weiblich, 27 Jahre, 
EwS des Radius 

RPMI +10% 
FBS 

LAN5 Neuroblastom  Männlich, 0,4 Jah-
re 

RPMI +10% 
FBS 

697 Akute lymphati-
sche Leukämie 
(ALL) 

t (1;19) 
prä B-ALL 

Männlich, 12 Jahre RPMI +10% 
FBS, in Sus-
pension 

Capan-1 Adenocarcinom 
des Pancreas 

 Männlich, 40 Jah-
re, isoliert aus Le-
bermetastase 

RPMI +20% 
FBS 

HL60 Akute myeloische 
Leukämie (AML 
FAB M2) 

 Weiblich, 35 Jahre RPMI +10% 
FBS, in Sus-
pension 
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2.3.2. Primärzellen aus Tumorbiopsien 
Zelllinie Tumorenti-

tät 
Zytogenetik Ursprung Kulturbedingungen 

DCES-6 Ewing Sar-
kom 

t (11;22)  
EWS-FLI1 

Männlich, 14 Jahre, 
EwS eines Brustwir-
belköpers, isoliert 
2011 

RPMI + 10% FBS + 
1% L-Glutamin + 
1%Penicillin/Strepto
mycin 

DCES-15 Ewing Sar-
kom 

t (11;22) 
EWS-FLI1 

Männlich, 24 Jahre, 
maligner Pleuraer-
guss, isoliert 2012 

RPMI + 10% FBS + 
1% L-Glutamin + 
1%Penicillin/Strepto
mycin 

DCES-16 Ewing Sar-
kom 

t (11;22) 
EWS-FLI1 

Männlich, 17 Jahre, 
EwS rechter Femur, 
aus Lungenmeta-
stasen isoliert 2013 

RPMI + 10% FBS + 
1% L-Glutamin + 
1%Penicillin/Strepto
mycin 

DCES-28 Ewing Sar-
kom 

t (11;22) 
EWS-FLI1 

Weiblich, 16 Jahre, 
maligner Pleuraer-
guss, isoliert 2014 

RPMI + 10% FBS + 
1% L-Glutamin + 
1%Penicillin/Strepto
mycin 

 

2.3.3. Geräte  
Agarosegelkammern BIO-RAD, München 
BioPhotometer Eppendorf, Hamburg 
Deckgläser Hämocytometer Thermo Scientific, Schwerte 
Durchflußzytometer, Typ BD FACSCalibur BD Biosciences, San Jose, CA, 

USA 
Heizblock Eppendorf, Hamburg 
Inkubator Sanyo-Panasonic, Hamburg 
Nano Drop Eppendorf, Hamburg 
Neubauerzählkammer improved Glaswarenfabrik Karl Hecht,  

Sondheim/Rhön 
pH-Meter IKAâ-Werke, Staufen 
Pipetboy Pipettierhilfe  Hirschmann Laborgeräte, 

Eberstadt  
 Power Supplie Power Pac 300 BIO-RAD, München 

Power Supplie Power Pac HC power supply BIO-RAD, München 
Scanner S1300i Fujitsu, Augsburg 
Schüttler IKAâ-Werke, Staufen 
Sterilbank HERA Safe Thermo Scientific, Schwerte 
T Professional Trio Thermocycler Biometra, Göttingen 
UV-Licht-/Durchlicht-Tisch PEQLAB, Erlangen 
Vortexer VWR International, Darmstadt 
Zentrifugen Eppendorf, Hamburg 
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2.3.4. Verbrauchsmaterialien 
Amersham Hyperfilm ECL GE Healthcare 
Cryo freeze racks Biozym, Hessisch Oldendorf 
Eppendorf-Pipetten  Eppendorf, Hamburg 
Eppendorf-Reaktionsgefäße (0,2/1,5ml) Eppendorf, Hamburg 
FACS Röhrchen 12x75 mm BD, Heidelberg 
Falcons 15 ml BD bzw. Corning, Heidelberg 
Falcons 50 ml BD bzw. Corning, Heidelberg 
Halbmikroküvetten Eppendorf, Hamburg 
Handschuhe  Braun, Melsungen 
Kapillarspitzen Biozym, Hessisch Oldendorf 
Kodak X-Omat Blue XB Film Kodak, Rochester, New York 

USA 
Kryobox Pappe Baacklab, Schwerin 
Kryoröhrchen Cryo Pure 2 ml Sarstedt, Nümbrecht 
MicroAmp Optical Film Applied Biosystems 
Mini Protean Cell/tetra short Plates Diagonal 
Mini Protean comb 10-well 1mm BIO-RAD, München 
Mini Protean comb15-well BIO-RAD, München 
Mounting Medium Vectashield Vector, H- 1000  Vector Laboratories, London UK 
Nitrocellulose Membran 0,45 µM 20x20cm BIO-RAD, München 
Parafilm® Pechiney Plastic Packaging, Illi-

nois USA 
Petrischalen 10 cm  Sarstedt, Nümbrecht 
Pipettenspitzen mit Filter (10; 200; 1000 µl) Sarstedt, Nürnbrecht 
Pipettenspitzen ohne Filter (10; 200; 1000 µl) Sarstedt, Nürnbrecht 
Rastereinsatz für Pappbox Baacklab, Schwerin 
Reaktionsgefäße (0.5, 1.5, 1.6 ml) Sarstedt, Nümbrecht 
serologische Pipetten 10 ml Corning, New York USA 
serologische Pipetten 2 ml Corning, New York USA 
serologische Pipetten 25 ml Corning, New York USA 
serologische Pipetten 5 ml Corning, New York USA 
Spritzflasche Roth, Karlsruhe 
Sterile syringe Filter 0,2 und 0,45 µm Corning, New York 
ThinCert 8µM, 24-Well Greiner, Kremsmünster Öster-

reich 
UVette einzeln Eppendorf, Hamburg 
Whatman Filterpapier Whatman, Dassel 
Zellkulturflaschen 25 cm2 und 75 cm2  Corning, New York USA 
Zellkulturplatten  6 well Sarstedt, Nümbrecht 
Zellkulturplatten 24 well Sarstedt, Nümbrecht 
Zellkulturplatten 96 well Corning, New York USA 
Zellschaber Sarstedt, Nürnbrecht 
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2.3.5. Puffer und Medien  
Durchflusszytometrie 

FACS-Fix 4% Formaldehyd in PBS 
FACS-Puffer 0,5% BSA, 0,1% NaN3 in PBS 
 
Lysepufferlösung (bei 4°C) 
500 mM HEPES Puffer 5ml 
1M NaF 5ml 
100 mM Natriumpyrophosphat 5ml 
2 mM EDTA 0,2ml 
2 mM Natriummolybdat 1ml 
MiliQ H2O Ad 50ml 
vor Gebrauch zugesetzt für 5ml Puffer:  
NP40 20% 12 µl 
c0mplete Mini EDTA-free Proteaseinhibitor ½ Tablette 
Natriumorthovanadat 1 Spatelspitze 
 

Probenpuffer (5x) 

 

Transferpuffer (10x) 
Tris Base 60,6g 
Glycin 288g 
MiliQ H2O ad 2l 
Für Transferpuffer (1x):  
10x Transferpuffer 75ml 
Methanol 150ml 
MiliQ H2O 525ml 
 

TBS (Tris-buffered saline Puffer) (10x, pH 7,4) 
NaCl 80g 
KCl 2g 
Tris Base 30g 
Mili-Q Ad 1000ml 
HCl 37,5% Bis pH 7,4 
TBST (Tris-buffered saline Puffer mit Tween20):  
TBS 10x 100ml 

1 M Tris-HCl pH 6,8 6,25ml 
10% SDS 12,5ml 
Bromphenolblau ein paar Kristalle 
100% Glycerol 20ml 
MiliQ ad 50ml 
+ vor Gebrauch: 99%ß-Mercaptoethanol 40µl auf 960µl Probenpuffer 
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Tween 20% 500µl 
Mili-Q H2O Ad 1000ml 
 

2.4. Software 

• Graphpad Prism 6 (Testversion) –  statistische Auswertung und Grafikerstel-

lung 

• FlowJo 10.6 (Testversion) – zur Auswertung durchflusszytometrischer Mes-

sungen 

• ImageJ vom U.S. National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA, 

http://imagej.nih.gov/ij/ 

• Protein Array Analyzer for ImageJ von Gilles Carpentier, Université Paris 

Frankreich – zur densitometrischen Auswertung der RTK Array Daten 

• Adobe Illustrator CS4 – zur Grafikerstellung  

 

2.5. Methoden 

2.5.1. Zellbiologische Methoden 

2.5.1.1. Kultivierung von adhärenten Zelllinien 

Alle verwendeten Zelllinien wurden in unbeschichteten 25 bzw. 75cm2 großen 

Zellkulturflaschen bei 37°C und 5% CO2 im angegebenen Medium kultiviert. 

Einmal pro Woche erfolgte ein Mediumwechsel, bei Erreichen einer Konfluenz 

von 80% wurden die Zelllinien passagiert. Hierfür wurde mit PBS einmalig ge-

waschen und die Zellkulturflasche mit Trypsin zur Zellvereinzelung und Ablö-

sung versetzt. Abgelöste Zellen wurden nach etwa fünf Minuten Inkubation bei 

37°C in FBS-haltigem Zellkulturmedium aufgenommen und in entsprechender 

Verdünnung in neu angesetztem Zellkulturmedium weiterkultiviert. Auf Myko-

plasmenkontamination wurde regelmäßig mittels PCR getestet, nur Mykoplas-

men-freie Zellen wurden für Versuche eingesetzt.  

 

2.5.1.2. Kultivierung von Zelllinien in Suspension 

In Suspension wachsende Zelllinien wurden analog zu adhärenten Zelllinien 

kultiviert. Bei jeweiliger Konfluenz von 80% wurde passagiert. Hierbei wurde die 



24 

Zellsuspension bei 1.200rpm für fünf Minuten bei Raumtemperatur zentrifugiert, 

der Überstand verworfen und das Zellpellet in frischem Zellkulturmedium auf-

genommen. 

 

2.5.1.3. Kryokonservierung von Zellen 

Subkonfluente Zellen wurden nach einmaligem Waschen mit PBS trypsinisiert 

(adhärente Zellen), in Zellmedium resuspendiert und abzentrifugiert (1.200rpm, 

5 Minuten). Zellpellets wurden in Einfriermedium (RPMI bzw. DMEM Medium + 

20% FBS + 10% DMSO) resuspendiert zu einer Zielkonzentration von etwa 3-5 

x106 Zellen/ml bei -80°C in Kryoröhrchen eingefroren. Nach 24h erfolgte die 

Überführung der Kryoröhrchen in flüssigen Stickstoff.  

 

2.5.1.4. Zellzahlbestimmung 

Die Zellzahl wurde mittels Neubauer Zellkammer bestimmt. Hierzu wurde Zell-

suspension 1:10 in Trypanblau verdünnt, in die Zählkammer gegeben, und 4 

Quadrate unter dem Mikroskop bei 10-facher Vergrößerung gezählt. Mithilfe 

folgender Formel wurde die Zellzahl in Suspension ermittelt:  

 

Zellzahl [1/mL] = (gezählte Zellzahl / 4) x 104 x 10 (Verdünnungsfaktor) 

 

2.5.1.5. Zellbehandlung mit Inhibitoren 

 Zellen wurden in 10cm Zellkulturschalen ausgesiedelt. Nach Absetzen der Zel-

len, erfolgte der Wechsel des Zellmediums auf serumhaltiges und serumfreies 

Medium, wie angegeben. Am Folgetag erfolgte die Zugabe des in DMSO gelös-

ten Inhibitors in angegebener Konzentration.  

 

2.5.1.6. Zellviabilitätsbestimmung 

Der Effekt verschiedener Rezeptor Tyrosinkinase- und Chemokinrezeptorinhibi-

toren auf die Zellvitalität wurde mittels der WST-1 Reagenz bestimmt: Mittels 

enzymatischer Umsetzung einer absorbierenden Substanz durch metabolisch 

aktive und vitale Zellen erfolgte die Zellviabilitätsbestimmung. Zugrunde liegt die 

enzymatische Umsetzung des roten Tetrazoliumsalzes (4-[3-(4-Iodophenyl)-2-
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(4-nitrophenyl)-2H-5-tetrazolio]-1,3-Benzol-Disulfonat) durch eine intakte 

Atmungskette vitaler Zellen in einen Formazan-Farbstoff. Wasserlösliches 

WST-1 wurde im Verhältnis 1:10 dem Zellkulturmedium zugesetzt. Ein sich ein-

stellender Farbumschlag wurde zwei Stunden nach Reagenzzugabe gemäß 

Herstellerangaben photometrisch bei 450nm bestimmt. Es wurden, abhängig 

von der jeweiligen Zelllinie, 2.000 – 10.000 Zellen pro 100µl Medium in eine 96-

Kavitätenplatte ausgesiedelt. Am Folgetag wurde der jeweilige Inhibitor in Kon-

zentrationen zwischen 0,001µM – 10µM zugegeben. Als Kontrolle wurden Zel-

len nur mit dem Lösungsmittel des jeweiligen Inhibitors in gleicher Konzentrati-

on behandelt, d.h. bei in DMSO gelösten Inhibitoren wurde als Kontrolle DMSO 

in äquimolaren Konzentrationen eingesetzt. Die Inkubation erfolgte unter Zell-

kulturbedingungen, nach 72h erfolgte die Zellviabilitätsbestimmung. Alle Einzel-

versuche wurden im Triplikat durchgeführt. 

 

2.5.2. Migrationsverhalten von Zellen 

2.5.2.1. Transwell-Chamber-Assay 

Zur Analyse der CXCR4-vermittelten Migration von Ewing Sarkom Zellen wurde 

der Transwell-Chamber-Assay eingesetzt. Hierzu wurden ThinCert Transwell 

Membraneinsätze für 24-Kavitätenplatten mit einer Porengröße von 8µM ver-

wendet, durch die eine Zellmigration in einem Zwei-Kompartimentenaufbau 

stattfinden kann. Die Kompartimente wurden, wie angegeben, mit Inhibitoren 

und Stimulantien unterschiedlich befüllt. Die eingesetzten Zellen wurden zuvor 

für 24h mit Minimalmedium (RPMI Medium + 0,2% BSA) inkubiert. Die Kompar-

timente wurden wie angegeben mit den entsprechenden Wirkstoffen in ange-

gebener Konzentration befüllt. Die Inkubation des Versuchs erfolgte über 48h 

bei 37°C und 5% CO2. Zum Abstoppen des Assays wurde überschüssiges Me-

dium und auf der Membranoberseite befindliche Zellen mit einem Wattetupfer 

entfernt. Anschließend wurden die migrierten Zellen an der Membranunterseite 

mit 4% PFA in PBS für 10 min fixiert. Nach Waschen in PBS erfolgte die Zell-

kernfärbung mittels DAPI (in 2x SSC Puffer) über 10min. Die Membran wurde 

bei Raumtemperatur für 1-2h getrocknet, abgetrennt und auf einem Objektträ-

ger mit Mounting Medium eingedeckelt. Die Auswertung erfolgte mittels Fluo-
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reszenzmikroskopie. Bei 40x Vergrößerung wurden pro Membran Zellen in fünf 

Gesichtsfeldern gezählt. 

 

2.5.2.2. Woundhealing-Assay 

Im 24-Kavitätenformat mit Kollagenbeschichtung wurden Zellen in verschiede-

nen Konzentrationen ausgesiedelt. Etwa 24h bis 48h nach Aussiedlung der Zel-

len lag die Konfluenz bei 70-80% und es erfolgte ein Mediumwechsel auf Voll-

medium mit Plerixafor-Zusatz in angegebenen Konzentrationen. 12h nach Ple-

rixaforbehandlung wurde mit einer 200µl Pipettenspitze ein Scratch, d.h. eine 

Unterbrechung im weitgehend konfluenten Zellrasen durchgeführt. Das Ausfül-

len der Unterbrechung im Zellrasen wurde mit dem Lichtmikroskop bei 10x Ver-

größerung zu angegebenen Zeitpunkten fotographisch dokumentiert.  

 

2.5.3. Proteinbiochemie 

2.5.3.1. Herstellung von Zelllysaten 

Zum Proteinnachweis wurden Zellen in 100µl NP40-Lysepuffer pro Kavität einer 

6-Kavitäten Platte lysiert. Zellmembranbestandteile werden durch den Lysepuf-

fer aufgelöst und Zellproteine in Lösung gebracht: Das Zellkulturmedium wurde 

entfernt, mit ca. 4°C kaltem PBS zweimal gewaschen und anschließend wurden 

die Zellen in NP40-Lysepuffer mit einem Zellkulturschaber vom Gefäßboden 

abgelöst. Die Arbeiten wurden auf Eis, also bei ca. 4°C, und unter Zusatz von 

Proteaseinhibitor im NP40-Lysepuffer. Das gewonnene Lysat wurde bei -80°C 

für 1h eingefroren und anschließend bei 4°C unter Rotation für weitere 30min 

inkubiert. Zellbestandteile wurden daraufhin durch Zentrifugation bei 13.000rpm 

bei 4°C abgesetzt und der Proteinüberstand aspiriert. Die Proteinlösung wurde 

direkt eingesetzt oder bei -20°C gelagert. 

 

2.5.3.2. Bestimmung der Proteinkonzentration 

Mittels Protein BCA Assay Kit wurde die Proteinkonzentration bestimmt. Abge-

leitet der Biuret-Reaktion werden hierbei Proteine mit mehr als zwei Peptidbin-

dungen mit zweiwertigen Kupfer-Ionen komplexiert. In wässrig-alkalischem Mili-

eu erfolgt die Reduktion zu einwertigen Kupfer-Ionen, die durch Komplexbil-
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dung mit Bicinchoninsäure (BCA) einen photometrisch bestimmbaren Farbkom-

plex bilden. Jeweils 5µl der Proteinlösung wurden mit 995µl BCA Lösung (Rea-

genz A + Reagenz B, im Verhältnis 50:1) für 30min bei 37°C inkubiert. Die Ab-

sorption wurde bei 562nm bestimmt. Die Kalibrierung des Photometers zur Pro-

teinkonzentrationsbestimmung nach dem Lambert-Beer-Gesetz erfolgte mit ei-

ner Verdünnungsreihe aus Rinderserumalbumin FBS (0,125mg/ml – 8mg/ml). 

Die Proteinlysate wurden anschließend in Lysepuffer und Probenpuffer (5x) für 

eine Western Blot Analyse verdünnt, in jeder 30µl Western Blot Probe befanden 

sich 50µg Protein. 

 

2.5.3.3. Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 

Durch ein kombiniertes Sammel- und Trenngel wurden Proteine nach Moleku-

largewicht aufgetrennt. Im Gel enthaltenes Sodiumdodecylsulfat (SDS) stellt 

eine negative Ladung der Proteine sicher und erlaubt so eine Auftrennung im 

elektrischen Feld. Durch Aufkochen der Zelllysate mit Probenpuffer bei 95°C 

über 5min wurden Proteinsekundärstrukturen denaturiert durch enthaltenes be-

ta-Mercaptoethanol. Die Proteine wurden auf ein Polyacrylamid-Gel umgeben 

von Tris-haltiger Pufferlösung aufgetragen und unter Anlage einer elektrischen 

Spannung nach Molekulargewicht aufgetrennt. Der Polyacrylamidgehalt bzw. 

der Vernetzungsgrad des Gels wurde an dem jeweiligen Proteingewicht ange-

passt. Verwendet wurden 7-10% Polyacrylamidgele bei konstant angelegter 

Spannung von 70V für das Sammelgel und 110V für das Trenngel. 

 

Tabelle 1 Zusammensetzung des Polyacrylamidgels zur SDS-PAGE 

Reagenz Trenngel 7% Sammelgel  
ddH2O 3,7ml ad 50ml 
1M Tris HCl pH 8,8 4ml - 
1M Tris-HCl pH 6,8 - 6,25ml 
30% Acrylamid 2,3ml 6,5ml 
10% SDS 100µl 500µl 
10% APS 100µl 1ml 
TEMED 7µl 50µl 
Bromphenolblau - 1 Spatelspitze Kristalle 
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2.5.3.4. Proteintransfer auf Nitrocellulose Membranen (Western 

Blot) 

Der Transfer zuvor in der SDS-PAGE aufgetrennter Proteine auf Nitrocellulo-

semembranen erfolgte mittels Western Blot. In dem Gel enthaltene und durch 

den SDS-Gehalt des Gels negativ geladene Proteine binden unter Anlage eines 

elektrischen Feldes an die Nitrocellulosemembran. Die benötigten Schwämme, 

Whatman-Filterpapiere und Nitrocellulosemembranen wurde in Transferpuffer 

(1x, 20% Methanol) durchfeuchtet. Der Aufbau der Bestandteile der Transfer-

Kammer erfolgte nach Herstellerangaben unter Vermeidung von Luftblasenein-

schluss. In die Transfer-Kammer wurden Transferpuffer (1x), ein Magnetrührer 

zur gleichmäßigen Temperaturverteilung und ein Kühlelement eingebracht. Die 

gesamte Kammer wurde auf Eis gelagert, um ein Überhitzen des Gels während 

des Transfers zu vermeiden. Zum Transfer wurde eine Spannung von 100V 

über 90min angelegt. Die Kontrolle des Proteintransfers erfolgte mittels Pon-

ceau-S Proteinfärbung. Hierbei werden mit Ponceau-S, einem roten Azofarb-

stoff, an die Membran gebundene Proteine gefärbt. Anschließend wurde die 

Membran durch Waschen mit TBS Puffer entfärbt. 

 

2.5.3.5. Proteindetektion mittels spezifischer Antikörper 

Zum Nachweis membrangebundener Proteine wurde eine Kombination aus 

spezifischen Erstantikörpern und gegen den speziestypischen Fc-Teil des Er-

stantikörpers gerichteter Zweitantikörper verwendet. Die Membranen wurden 

zunächst in Blockierlösung, die abhängig vom eingesetzten Antikörper und 

Herstellerangaben 5% Magermilchpulver oder 5% BSA enthielt, für 2-3h bei 

Raumtemperatur auf einer Schüttelplatte inkubiert, um freie und unspezifische 

Antikörperbindungsstellen zu blockieren. Erstantikörper wurden zugegeben 

(siehe 2.2.1.1). Die Inkubation der Membranen mit dem Erstantikörper erfolgte 

über Nacht bei 4°C unter Schütteln. Im Anschluss wurde unspezifisch binden-

der Erstantikörper durch dreimaliges Waschen mit TBST entfernt. Der einge-

setzte Zweitantikörper war gegen die Spezies des Erstantikörpers gerichtet und 

mit Meerrettichperoxidase (HRP, engl. Horse raddish peroxidase) konjugiert. 

Die Membran wurde in verdünnter Zweitantikörperlösung (abhängig vom Anti-
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körper 1:1000-5000; in 0,5% Magermilchpulver in TBST) für 2h auf der Schüt-

telplatte bei Raumtemperatur inkubiert. Erneut wurde die Membran dreimal in 

TBST gewaschen. Die Detektion der membrangebundenen Antikörper erfolgte 

mittels Chemilumineszenz. Hierzu wurde Luminol- und Wasserstoffperoxid-

haltiger Elektrochemilumineszenzlösung (ECL) für eine Minute auf die Membran 

gegeben und in eine Entwicklerkassette eingelegt. Unter Dunkelkammerbedin-

gungen wurden Autoradiographiefilme mit Expositionszeiten von drei Sekunden 

bis zu fünf Minuten auf die Membran aufgelegt. Entwickelt wurden die exponier-

ten Filme mittels Dürr Dentral XR 24 Pro Röntgenfilm-Entwicklungsmaschine. 

Als Ladekontrolle zum Nachweis vergleichbarer Proteinmengen auf der Nitro-

cellulosemembran wurden Antikörper gegen beta-Aktin eingesetzt. 

 

2.5.3.6. Membran- Stripping 

Für die Wiederverwendung der Nitrocellulose Membran zur Detektion weiterer 

Proteine nach durchgeführtem Western Blot wurden gebundene Antikörper von 

der Membran entfernt. Hierzu wurde die Membran 0,2M Natronlauge auf dem 

Schüttler für 15min inkubiert. Gefolgt von je dreimaligem Waschen mit MiliQ 

Wasser und TBST (1x) und erneutem Blocken in Blockierlösung konnte eine 

erneute Proteindetektion durchgeführt werden.  

 

2.5.3.7. Phospho-Rezeptor Tyrosinkinase Array  

Zur Bestimmung der Phosphorylierung von 49 verschiedenen Rezeptor Tyro-

sinkinasen wurde das Human Phospho-RTK Array Kit von eingesetzt. Nach 

Herstellerangaben wurden subkonfluente Zellen nach jeweiliger Inhibitor Be-

handlung im mitgelieferten Lysepuffer 17 lysiert. Der Lysepuffer wurde zuvor mit 

c0mplete Mini EDTA –free Proteaseinhibitor Tabletten der Firma Roche versetzt 

(1 Tablette/10ml Lysepuffer). Die Zellen wurden dazu mit PBS gewaschen, in 

Lysepuffer aufgenommen und die Lösung über 30min bei 4°C auf dem Schütt-

ler platziert. Die Lösung wurde dann bei 14.000rpm zentrifugiert für 5min und 

der Überstand abgenommen. Eine Proteinmenge von 267µg/ml (400µg Ge-

samtproteinmenge) in der zu analysierenden Probe wurde mittels BCA Assay 

eingestellt. Die Membranen wurden über Nacht mit der Proteinlösung auf dem 
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Schüttler bei 4°C inkubiert, sodass eine Bindung an die membrangebundenen 

Antikörper erfolgen konnte. Durch dreimaliges Waschen im mitgelieferten 

Waschpuffer wurde ungebundenes Protein abgewaschen und die Membranen 

2h bei Raumtemperatur mit anti-pan-phospho tyrosine HRP detection antibody 

(1:2000 angegebene Verdünnung) zur Proteindetektion inkubiert. Enthaltenes 

Chemilumineszenz Substrat wurde zum Entwickeln der Membranen eingesetzt 

(1, 5 und 10min Filmexposition).  

 

Die Pixeldichte wurde mit der java-basierten Image J Software und dem Protein 

Array Analyzer Plugin bestimmt. Zur Vergleichbarkeit der Arrays untereinander 

wurde die Pixeldichte der einzelnen Duplikate, die jeweils eine phospho-RTK 

repräsentieren, auf den Array Membranen bestimmt und die gemessenen Pi-

xeldichten gegen den Mittelwert der sechs Positivkontrollen jeder Membran 

normalisiert. Zur Ermittlung signifikant veränderter Pixeldichten einzelner RTK 

wurden t-Tests mit Holm-Sidak Korrektur für multiples Testen durchgeführt und 

jeweils eine nach bestimmter Pixeldichte abgestufte heatmap generiert. 

 

2.5.4. Durchflusszytometrie 
Die durchflusszytometrischen Analysen zur Oberflächenantigenbestimmung 

wurden am FACS Calibur durchgeführt. Die Datenerfassung und –auswertung 

erfolgte mit den Programmen BD FACSDiva und FlowJo 10.6. Verwendete An-

tikörper waren direkt flurorochrom-markierte Antikörper oder sekundäre Anti-

körper mit Fluorochrom-Konjugation, d.h. gegen die Spezies des Primärantikör-

pers gerichtete Antikörper. Eingesetzt wurden die Fluoreszenzfarbstoffe FITC 

und als Tandemfarbstoff PE-Cy7. Zur FACS Analyse wurden ca. 1 x 106 Zellen 

eingesetzt. Die Zellen wurden bei 400g für 5min zentrifugiert und in 2ml FACS-

Puffer resuspendiert. Im Anschluss erfolgte die Zentrifugation und Resuspensi-

on in 100µl FACS-Puffer unter Zusatz der entsprechenden Menge des direkt 

Fluoreszenz-markierten Antikörpers bzw. des Primärantikörpers. Nach Inkuba-

tion für 10min bei Raumtemperatur unter Lichtausschluss (bei Fluorochrom-

gekoppelten Antikörpern) wurden 2ml FACS-Puffer zugegeben und für 5min bei 

400g zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und es folgte zweimaliges 
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Waschen mit FACS-Puffer. Verwendete Zweitantikörper wurden in entspre-

chender Menge in 100µl FACS-Puffer verdünnt und zur Resuspension der Zell-

pellets eingesetzt. Nach erneutem Waschen wurden die Zellen in 300µl PBS für 

PE-Cy7 Konjugate bzw. 300µl FACS-Fix Puffer für FITC Konjugate aufgenom-

men und die Zellen am Durchflusszytometer analysiert.  Als Isotypkontrolle zur 

Bestimmung unspezifischer Antikörperbindungen und damit unspezifischer Fär-

bung wurden Antikörper gleichen Isotyps des Primärantikörpers in gleicher 

Menge eingesetzt. Mit FACS-Fix Puffer fixierte Zellen wurden innerhalb von 48h 

analysiert, nicht fixierte Zellen innerhalb weniger Stunden. 

Die Einteilung nach Expressionsgehalt in angegebene Gruppen erfolgte anhand 

der relativen Fluoreszenzintensität als Verhältnis spezifischer Fluoreszenz zu 

unspezifischer Fluoreszenz der Isotypkontrolle. 
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3. Ergebnisse 

3.1. Der CXCR4-Inhibitor Plerixafor stimuliert das Zellwachstum  
Es wurde die Wirkung des CXCR4-Chemokinrezeptor Antagonisten Plerixafor 

(AMD3100) auf das Wachstum der Ewing Sarkom Zelllinien A673, TC71, VH64 

und TC32 überprüft. Als Kontrolle wurde die Neuroblastom Zelllinie LAN5 mit 

bekannt hoher CXCR4 Oberflächenexpression [116] eingesetzt. In Abbildung 3 

ist die ermittelte Zellvitalität/Proliferation mittels WST-1 Assay nach 72-

stündiger Inkubation mit Plerixafor in angegebener Konzentration dargestellt. 

Da die Inhibitoren in DMSO gelöst vorlagen, wurde als weitere Kontrolle die 

Wirkung des DMSO Lösungsmittels überprüft. DMSO in äquimolaren Mengen 

beeinflusst das Zellwachstum nicht (Abbildung 4). Für alle untersuchten Zellli-

nien konnte eine Wachstumszunahme durch Plerixafor im Vergleich zur Kon-

trolle gezeigt werden. Für die Zelllinien TC32, A673 und VH64 ist dieser Effekt 

signifikant bei den in Abbildung 3 angegebenen Konzentrationen im Vergleich 

zur unbehandelten Kontrolle. Für die Zelllinien TC32 und VH64 zeigte sich eine 

Verdopplung des Anteils vitaler Zellen bei Behandlung mit 10µM Plerixafor. Bei 

Behandlung mit 10µM Plerixafor zeigte sich für TC71 Zellen eine Wachstums-

zunahme von etwa 67%, bei A673 von ca. 72% und bei LAN5 von ca. 34%. 

Ferner konnte, wie in Abbildung 3 dargestellt, in der primären Ewing Sarkom 

Kultur DCES6 eine signifikante Wachstumszunahme von ca. 64% nach Be-

handlung mit 10µM Plerixafor. Für die primären Ewing-Sarkom Zellen DCES15, 

DCES16 und DCES28 zeigte sich keine signifikante Veränderung des Anteils 

vitaler Zellen durch Plerixafor. 
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Abbildung 3 Plerixafor aktiviert das Zellwachstum von Ewing Sarkom Zel-
len 

A TC71, A673, VH64, LAN5 und TC32 Zelllinien und B DCES6, 15, 16, 28 pri-
märe Kulturlinien wurden mit Plerixafor in Konzentrationen von 0,001µM – 
10µM (logarithmisch skaliert) für 72h inkubiert. Alle Werte sind in Bezug zur 
unbehandelten Kontrolle. Dargestellt sind Mittelwerte +/- SD aus 3 unabhängi-
gen Versuchen (2 für LAN5). Student’s t-Test Behandlung vs. Kontrolle p<0.05 
*; p< 0.01 **, p<0.001 ***. 
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Abbildung 4 DMSO Lösungsmittelkontrolle beeinflusst das Zellwachstum 
nicht 

TC71, A673, TC32 und DCES6 Zellen wurden mit 100nM, 1000nM und 
10000nM DMSO für 72h inkubiert. Alle Werte sind in Bezug zur unbehandelten 
Kontrolle. Dargestellt sind Mittelwerte +/- SD aus 3 unabhängigen Versuchen (2 
für TC32 und DCES6). 
 

3.2. Der CXCR4 Agonist CXCL12 beeinflusst das Zellwachstum nicht 
Folgernd aus den Ergebnissen zum CXCR4 Inhibitor Plerixafor wurde die Wir-

kung des CXCR4 Liganden bzw. Agonisten CXCL12 (SDF-1a) auf die Prolifera-

tion von Ewing Sarkom Zelllinien untersucht. A673 und TC71 Zellen wurden mit 

ansteigenden Konzentrationen von CXCL12 behandelt und der Anteil vitaler 

Zellen im WST-1 Assay nach 72h Inkubation bestimmt. Es konnte, wie in Abbil-

dung 5 gezeigt, keine Beeinflussung des Zellwachstums durch CXCL12 festge-

stellt werden. 
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Abbildung 5 Zellwachstum in A673 und TC71 Ewing Sarkom Zellen unbe-
einflusst von CXCL12  

TC71 und A673 Zellen wurden mit 10ng/ml, 100ng/ml, und 1000ng/ml CXCL12 
(SDF-1a) für 72h inkubiert. Alle Werte sind in Bezug zur unbehandelten Kontrol-
le. Dargestellt sind Mittelwerte +/- SD aus mindestens 2 unabhängigen Versu-
chen. 
 

3.3. G-CSF (Filgrastim) beeinflusst das Zellwachstum nicht 
Zur Untersuchung der Spezifität des proliferationsfördernden Effekts einer Zell-

behandlung mit Plerixafor wurden zum Vergleich WST-1 Assays unter Einsatz 

des Granulozyten Kolonie-stimulierender Faktors G-CSF durchgeführt. Einge-

setzt wurden TC32 und VH64 Ewing Sarkom Zelllinien, die ein deutlich erhöh-

tes Wachstum durch Plerixafor Behandlung zeigten. Wie in Abbildung 6A dar-

gestellt, zeigt sich keine Beeinflussung des relativen Zellwachstums in Bezug 

zur unbehandelten Kontrolle bei TC32 und VH64 Ewing Sarkom Zelllinien. Wei-

terhin konnte bei den vier verwendeten primären Zellkulturen aus Ewing-

Sarkom Tumorbiopsien (Abbildung 6B) keine signifikante Beeinflussung des 

Zellwachstums festgestellt werden. 
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Abbildung 6 Zellwachstum von Ewing Sarkom Zelllinien bleibt unbeein-
flusst von Granulozyten Kolonie-stimulierender Faktor (G-CSF) 

A TC32 und VH64 Zellen und B primäre Zellen aus Tumorproben wurden mit 
ansteigenden Konzentration von 0,01-1000ng/ml G-CSF im Zellmedium für 72h 
inkubiert. Alle Werte sind in Bezug zur unbehandelten Kontrolle. Dargestellt 
sind Mittelwerte +/- SD aus 3 unabhängigen Versuchen. 
 
 

Insgesamt zeigte sich also in den Versuchen 3.8 - 3.9 eine inhibitorische Wir-

kung der TKI Dasatinib und Sorafenib auf das Zellwachstum von Ewing Sarkom 

Zelllinien. Plerixafor zeigte hingegen eine proliferationssteigernde Wirkung, ins-

besondere auf die Zelllinien TC32, A673 und VH64, sowie die primäre Kultur 

DCES6, die zu den folgenden Versuchen veranlasste. 

 

3.4. Der Chemokinrezeptor CXCR4 auf Proteinebene exprimiert 
Die Proteinexpression des Chemokinrezeptors CXCR4 als Zielstruktur von Ple-

rixafor wurde in den oben verwendeten Ewing Sarkom Zelllinien analysiert. 
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Die Gesamtproteinexpression des Rezeptors CXCR4 ist in Abbildung 7 darge-

stellt. Es zeigen sich in der Western Blot Analyse mit einem polyklonalen 

CXCR4 Antikörper mehrere Isoformen. Die HL60 Leukämiezelllinie diente als 

Kontrolle, deren CXCR4 Expression mit einem Molekulargewicht von 43kDa 

beschrieben ist [117]. In Ewing Sarkom Zelllinien konnte neben einer 43kDa 

Bande zusätzlich eine 55kDa Isoform nachgewiesen werden. Die 55kDa Bande 

stellt sich deutlich in den Zelllinien VH64, TC32, A673 und TC71 in absteigen-

der Intensität dar und damit in den Zelllinien, die unter Plerixafor eine signifikan-

te Wachstumszunahme zeigen (Abbildung 3). VH64 und TC32 Zellen mit der 

deutlichsten 55kDa Bandenintensität zeigten auch anteilig die größte Wachs-

tumszunahme unter Plerixafor, sodass eine Korrelation dieses Proliferationsef-

fekts mit einer 55kDa CXCR4-Isoform möglich ist. 

 

Die Bestimmung der CXCR4 Oberflächenrezeptorexpression erfolgte mittels 

Durchflusszytometrie. Hierbei wurde ein monoklonaler, gegen CXCR4 gerichte-

ter Antikörper eingesetzt, der als PE-Cy7 Fluorchrom-Konjugat vorlag. Als Kon-

trolle diente ein unspezifischer, isotypengleicher Antikörper.  Wie in Abbildung 8 

exemplarisch dargestellt, zeigen die Zelllinien TC32, VH64 und 5838 sowie die 

als Positivkontrolle für CXCR4 eingesetzte LAN5 Neuroblastom Zelllinie eine 

CXCR4 Oberflächenexpression. Die Einteilung der Oberflächenexpression er-

folgte in angegeben Gruppen anhand der mittleren Fluoreszenzintensitäten der 

analysierten Zellen als Quotient der Fluoreszenzintensitäten spezifisch-

gefärbter Zellen und der Isotypkontrolle. Die Angabe dieser Werte erfolgt als 

relative mittlere Fluoreszenzintensität (RFI) (Tabelle 2). Für TC32 Zellen konnte 

eine starke CXCR4 Oberflächenexpression nachgewiesen werden (Abbildung 

8), sowie für die LAN5 Zelllinie als Positivkontrolle [116]. 5838 und VH64 Ewing-

Sarkom-Zelllinien hatten eine mittelstarken bzw. schwache CXCR4 Oberflä-

chenexpression (CXCR4-medium oder low). Eine CXCR4 Rezeptorexpression 

in A673 und TC71 Zelllinien auf der Zelloberfläche war nicht nachweisbar.  

 

Die Ergebnisse zeigen durchgehend eine deutliche CXCR4 Proteinexpression 

in allen verwendeten Ewing Sarkom Zelllinien. Diese korreliert nicht mit der 
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CXCR4 Oberflächenexpression, so haben beispielsweise A673 und TC71 Zel-

len, trotz deutlicher CXCR4 Expression im Western Blot, keinen nachweisbaren 

CXCR4 Zelloberflächenanteil (CXCR4-low). 

 

Als Nächstes wurde die Abhängigkeit der CXCR4 Oberflächenexpression von 

den Kultivierungsbedingungen untersucht. Dazu erfolgte die Bestimmung der 

CXCR4 Oberflächenexpression nach Kultivierung im serumfreien Medium. Die 

Kultivierung der Zelllinie LAN5 unter identischen serum-freien Bedingungen war 

nicht möglich, sodass hier keine Daten für die CXCR4 Oberflächenexpression 

vorliegen. Wie in Abbildung 9 dargestellt, zeigte sich im Vergleich der jeweiligen 

Zelllinie unter serumfreien und serumhaltiger Kultivierung keine signifikante 

Veränderung der CXCR4 Oberflächenexpression in den analysierten Ewing 

Sarkom Zelllinien TC32, A673, TC71 und VH64. 

 

 
Abbildung 7 CXCR4 Proteinexpression im Zelllysat 

TC32, A673, TC71, VH64 und HL60 Zellen wurden unter Standardbedingungen 
(10% FBS) kultiviert. Die Bestimmung erfolgte mittels Western Blot unter Ein-
satz eines polyklonalen CXCR4 Antikörpers. Aktin diente als Ladekontrolle. 
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Abbildung 8 Expression von CXCR4 an der Zelloberfläche 

Zellen der verschiedenen Zelllinien wurden mit einem fluorchrom-konjugierten, 
spezifischen Antikörper gegen CXCR4 behandelt (gefüllter Graph). Der nichtge-
füllte Graph entspricht der unspezifischen Isotyp-Antikörperkontrolle. Prozent-
angaben beziehen sich auf den Anteil spezifisch gefärbter Zellen an den analy-
sierten Zellen. Dargestellt sind repräsentative Ergebnisse aus mindestens zwei 
unabhängigen Versuchen. 
 

 
Tabelle 2 Übersicht über die CXCR4 Oberflächenexpression von Ewing 
Sarkom Zelllinien 

Einteilung der CXCR4 Oberflächenexpression nach relativer Fluoreszenzinten-
sität RFI als Verhältnis von spezifischer Antikörperbindung und Isotypkontrolle. 
RFI<2 „-“ und RFI 2-7 „+“ sehr geringe bis schwache Expression (low), RFI 7-20 
mittelstarke Expression „++“ (medium), RFI >20 starke Expression „+++“ (high). 
Dargestellt als Mittelwerte aus mindestens zwei unabhängigen Versuchen. 
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Abbildung 9 CXCR4 Oberflächenexpression bei Kultivierung in serum-
haltigen und serum-freien Medium 

Die Zelllinien wurden unter Standardbedingungen (10% FBS) und im serum-
freien Medium (0% FBS) für 24h kultiviert. Dargestellt als Mittelwerte +/- SD der 
RFI aus mindestens zwei unabhängigen Versuchen. Eingesetzte Zelllinien: 
CXCR4-high TC32, CXCR4-medium LAN5 als Positivkontrolle, CXCR4-low 
VH64, A673 und TC71. ns: kein signifikanter Unterschied der RFI Werte zwi-
schen Kultivierung in 10% FBS und 0% FBS (SFM) (t-test). #: nicht durchführ-
bar. 
 
 

3.5. Plerixafor beeinflusst die CXCR4 Proteinexpression 
Zur Untersuchung eines Einflusses des CXCR4 Inhibitors Plerixafor auf die 

CXCR4 Expression als Hinweis auf CXCR4-vermittelte Wirkung erfolgte die 

Bestimmung der CXCR4 Oberflächenexpression und der CXCR4 Gesamtpro-

tein-expression nach Behandlung mit Plerixafor. 

Für die durchflusszytometrische Bestimmung der Zelloberflächenexpression 

wurde die Ewing Sarkom Zelllinie TC32 eingesetzt, die eine hohe CXCR4 Ober-

flächenexpression aufwies (Abbildung 8). Die Zellen wurden mit CXCL12, Pleri-

xafor oder beiden Substanzen in Kombination behandelt. CXCL12 bindet als 

Ligand und Agonist an CXCR4 wurde daher als Kontrolle eingesetzt. Um eine 

kurzfristige Wirkung von CXCL12 abzubilden, erfolgte die Behandlung in der 

Konzentration von 100ng/ml über 2h, während die Behandlung mit 1µM Plerixa-

for über 12h erfolgte. Ferner erfolgte die Behandlung sowohl unter serum-

haltigen (10% FBS) als auch unter serum-freien (SFM, 0% FBS) Bedingungen. 
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Es ergibt sich eine signifikant (p<0,05) verminderte CXCR4 Oberflächenexpres-

sion nach Behandlung mit Plerixafor und in der Kombination von Plerixafor und 

CXCL12 bei serumhaltigen Bedingungen. Bei serumfreien Bedingungen konn-

te, eine nicht signifikante und daher als Tendenz zu verstehende, verminderte 

CXCR4 Oberflächenexpression nach Plerixafor bzw. in Kombination mit 

CXCL12 gezeigt werden.  

Es konnte unter beiden Kultivierungsbedingungen keine signifikante Verände-

rung der CXCR4 Expression durch Behandlung mit CXCL12 detektiert werden.  

Insgesamt zeigen der CXCR4-Inhibitor Plerixafor und der Agonist CXCL12 

gleichgerichtete Effekte. Der CXCR4 Membrananteil nimmt unter beiden Wirk-

stoffen, deutlicher bei Behandlung mit Plerixafor, ab. 

 

Abbildung 11 bildet die CXCR4 Gesamtproteinexpression nach Behandlung mit 

Plerixafor ab. Hier wurden neben der zuvor durchflusszytometrisch analysierten 

Zelllinie TC32 weitere Zelllinien mit nur geringer bis keiner CXCR4 Oberflä-

chenexpression eingesetzt. Auf die Behandlung mit CXCL12 wurde hier bei ge-

ringer CXCR4 Oberflächenexpression verzichtet. Die Zelllinie TC32 zeigt nach 

Plerixafor eine verminderte CXCR4 Expression sowohl der 43kDa Isoform als 

auch, deutlicher ausgeprägt, der 55kDa Isoform. Weniger deutlich zeigt sich 

dies auch in VH64 Zellen.  

In Zusammenschau mit der durchflusszytometrischen Bestimmung zeigt sich für 

TC32 Zellen, mit der deutlichen Abnahme der Intensität der 55kDa Bande und 

weniger der 43kDa nach Plerixafor, die Beteiligung dieser Isoform am CXCR4 

Membrananteil. 
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Abbildung 10 CXCR4 Oberflächenexpression von TC32 nach Behandlung 
mit Plerixafor und CXCL12 

Durchflusszytometrische Bestimmung der CXCR4 Oberflächenexpression nach 
Behandlung mit 100ng/ml CXCL12 für 2h, 1µM Plerixafor für 12h und in Kombi-
nation. Die Behandlung erfolgte unter serumhaltigen (10% FBS, weiß) und se-
rumfreien Bedingungen (0% FBS, schwarz). FBS und SFM stellen die jeweilige 
Kontrolle dar. Dargestellt als Mittelwerte +/- SD aus drei unabhängigen Versu-
chen. p-Werte bestimmt mit t-Test: Behandlung vs. Kontrolle (FBS bzw. SFM). 
 
 

 
 

Abbildung 11 CXCR4 Proteinexpression nach Behandlung mit Plerixafor 

TC32, A673, TC71 und VH64 Zellen wurden in serum-haltigem Medium inku-
biert. Aufgetragen sind jeweils die unbehandelte Kontrolle und die Behandlung 
mit Plerixafor (P) in 1µM Endkonzentration für 16h. Aktin diente als Ladekontrol-
le. Repräsentative Ergebnisse aus zwei unabhängigen Versuchen. Eingesetzte 
Antikörper wie angegeben. 
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3.6. Plerixafor und CXCL12 beeinflussen das Migrationsverhalten 
 
Zur Untersuchung eines Effekts des CXCR4 Chemokinrezeptor Inhibitors Pleri-

xafor und des Agonisten CXCL12 (SDF-1a) auf die Ewing Sarkom Zellmigration 

wurden Woundhealing-Assays und Transwell-Chamber-Assays durchgeführt. 

Für Woundhealing-Assays wurden A673 Ewing Sarkom Zellen genutzt, da 

TC32 Zellen nicht konsistent reproduzierbare Zellrasen bilden. 

 

Im Vergleich zu unbehandelten Kontrollzellen, bei denen ein Scratch nach 24h 

nicht vollständig durch migrierte Zelle ausgefüllt ist, zeigt sich bei Plerixafor be-

handelten Zellen eine verstärkte Zellmigration (Abbildung 12). Dieser Effekt ist 

insbesondere bei der Behandlung mit 100nM Plerixafor nach 24h im Vergleich 

zur Kontrolle erkennbar (Abbildung 12). 

 

Des Weiteren wurden Transwell-Chamber-Assays eingesetzt, um die Migration 

von Ewing Sarkom Zelllinien in Richtung eines Plerixafor Gradienten zu unter-

suchen. Es wurden A673 Zellen, mit geringer CXCR4 Oberflächenexpression, 

und TC32 Zellen, mit hoher CXCR4 Oberflächenexpression, eingesetzt. 

CXCL12 wurde hier als Kontrolle für eine CXCR4-vermittelte Migration verwen-

det. In Abbildung 13 sind die Ergebnisse der Transwell-Chamber-Assays zu-

sammengefasst. Bei A673 Zellen mit fehlender CXCR4 Oberflächenexpression 

konnte kein signifikantes Migrationsverhalten zu CXCL12 nachgewiesen wer-

den. Weiterhin zeigte sich bei A673 Zellen eine um ca. 60% vermehrte Migrati-

on in Richtung des Plerixafor Gradienten im Kontrollvergleich. Die Kombination 

eines Gradienten aus CXCL12 und dem Inhibitor Plerixafor bei A673 Zellen 

zeigt hierzu keine Veränderung des Migrationsverhaltens. TC32 Zellen zeigten 

eine signifikante Migration in Richtung CXCL12 im Vergleich zur Serumkontrol-

le. Ein Plerixafor Gradient zeigte eine tendentielle, aber keine signifikante, pro-

migratorische Wirkung auf TC32 Zellen. Die Zellmigration von TC32 Zellen in 

Richtung des Lockstoffs CXCL12 konnte durch Zusatz von Plerixafor nicht sig-

nifikant inhibiert werden (Abbildung 13). 
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Insgesamt ergibt sich also eine promigratorische Wirkung von Plerixafor im 

Woundhealing-Assay und Transwell-Chamber-Assay. Diese zeigte sich insbe-

sondere auch bei Zellen geringer bzw. nicht-nachweisbarer CXCR4 Oberflä-

chenexpression (A673). Anderseits scheint Plerixafor eine CXCL12-vermittelte 

Migration nicht zu inhibieren. Wir vermuteten daher auch nicht-CXCR4-

vermittelte Effekte von Plerixafor, die im Folgenden näher untersucht wurden. 

 

 
 

Abbildung 12 Woundhealing Assay Behandlung von A673 mit Plerixafor 

A673 Zellen wurden 24h vor dem Scratch wie angegeben mit Plerixafor in 24-
Wellplatten behandelt Der Scratch erfolgte zum Zeitpunkt t=0h. Die Photogra-
phische Dokumentation erfolgte zu angegebenen Zeitpunkten (40x Vergröße-
rung). Dargestellt ist einer von vier unabhängigen Versuchen. 
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Abbildung 13 Migration von A673 und TC32 abhängig von einer Behand-
lung mit CXCL12 (SDF-1a) oder Plerixafor im Transwell-Chamber-Assay  

A673 und TC32 Zellen wurden für 24h in serumfreiem Medium kultiviert, dann 
auf Transwell-Membranen mit 8µM großen Poren ausgesiedelt. Die Anzahl mig-
rierter Zellen wurden gegen die Serumkontrolle (+FBS) normalisiert. 100ng/ml 
CXCL12 und 1µM Plerixafor befanden sich im unteren Kompartiment. Darge-
stellt sind Ergebnisse aus drei unabhängigen Versuchen. Mann-Whitney-U Test 
Behandlung vs. FBS Kontrolle *p<0,05.  
 
 

3.7. Wirkung von Plerixafor auf Signaltransduktionswege und RTK 

3.7.1. Plerixafor führt zur Phosphorylierung der Proteinkinase AKT 
 
Wir analysierten die Wirkung von Plerixafor auf nachgeschaltete Proteinkinasen 

der Signaltransduktion von RTK und damit auch CXCR4-vermittelte Effekte von 

Plerixafor. Ziel war es, den Mechanismus der proliferationsinduzierenden und 

promigratorischen Effekt von Plerixafor zu untersuchen. Detektiert wurden dazu 

im Western Blot mit der AKT Proteinkinase (p-AKT) und des S6-ribosomalen 

Proteins (p-S6-RP) phosphorylierte Signalproteine mit Wirkung auf Zellprolifera-

tion, sowie mit c-Jun N-terminalen Kinasen (p-JNK) und MAP-Kinasen (p-

MAPK) auch Proteine des an Zellmigration beteiligten MAPK-Signalwegs. 

Wie in Abbildung 14 dargestellt, zeigt sich in allen vier eingesetzten Zelllinien 

nach Plerixafor Behandlung eine vermehrte Phosphorylierung der Proteinkinase 

AKT, im Vergleich zur jeweiligen Kontrolle. Die Phosphorylierung der Protein-

kinase JNK ist in den Zellen mit geringer CXCR4 Oberflächenexpression (siehe 
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Tabelle 2), A673 und TC71 Zellen, nach Behandlung mit Plerixafor leicht ver-

mehrt. Für die Proteinkinasen MAPK und das S6-ribosomales Protein kann kei-

ne Veränderung des Phosphorylierungsstatus, im Vergleich zur jeweiligen Kon-

trolle, nachgewiesen werden. Nach Behandlung mit Plerixafor zeigte sich in den 

eingesetzten Zelllinien eine vermehrte Aktivierung des p-AKT Signalproteins als 

Teil des pro-proliferativen PI3K/AKT-Signalwegs. Da auch p-JNK aktiviert wird, 

kommt es auch zur Aktivierung von Proteinen des promigratorischen MAPK-

Signalwegs.  

 
 
 

 

Abbildung 14 Einfluss des CXCR4 Inhibitors Plerixafor auf die Aktivierung 
von Signalkaskadenproteinen in Ewing Sarkom Zelllinien. 

TC32, A673, TC71 und VH64 Zellen wurden in serum-haltigem Medium inku-
biert. Aufgetragen sind jeweils die unbehandelte Kontrolle und die Behandlung 
mit Plerixafor (P) in 1µM Endkonzentration für 16h. Aktin diente als Ladekontrol-
le. Repräsentative Ergebnisse aus zwei unabhängigen Versuchen. Eingesetzte 
Antikörper wie angegeben. 
 

3.7.2. Aktivierung von RTK durch Plerixafor 
Die Wirkung von Plerixafor auf den Phosphorylierungstatus von 49 Rezeptor 

Tyrosinkinasen wurde mit phospo-RTK Arrays untersucht. Es sollten hierbei 

CXCR4-vermittelte und direkte Wirkungen von Plerixafor auf das RTK Netzwerk 

abgebildet werden. Verwendet wurden daher TC32 Zellen mit hohem CXCR4 

Membrananteil sowie A673 Zellen mit niedriger CXCR4 Oberflächenexpression. 

Beide Zelllinien zeigten zuvor unter Plerixafor vermehrtes Zellwachstum. Die 

Behandlungszeiten von einer Stunde (1h) bzw. 16 Stunden (16h) wurden ge-
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wählt, um kurzwirksame, direkte (1h) sowie langfristige, indirekte Effekte (16h) 

aufzugreifen. Zur Untersuchung des Effekts auf die RTK Aktivierung bei hoher 

Plerixafor Konzentration wurden A673 Zellen in einem weiteren Versuch mit 

5µM Plerixafor über 16h behandelt. DMSO behandelte Zellen wurden als Lö-

sungsmittelkontrolle eingesetzt. Abbildung 15 bildet die jeweiligen Array Memb-

ranen sowie generierte heatmaps zur Übersicht ab, markiert sind hier im jewei-

ligen Vergleich zur DMSO Kontrolle RTK Duplikate mit signifikant veränderter 

Pixeldichte. Bereits optisch, anhand der Array Membranen, wie in Abbildung 15, 

zeigt sich für die Zelllinie TC32 eine Phosphorylierung der IGF-1R und Insulin R 

RTKs nach Behandlung mit 1µM Plerxiafor für 1h und 16h im Vergleich zur 

DMSO behandelten Kontrolle (Abbildung 15A). Bei der A673 Zelllinie ist eben-

falls eine Phosphorylierung der IGF-1R und Insulin R RTKs sowie der EphA10 

RTK erkennbar. Die RTK PDGF Rb ist bei der DMSO Kontrolle der A673 nur 

schwach phosphoryliert, eine Zunahme der Phosphorylierung ist aber nach Be-

handlung mit Plerixafor erkennbar. 

 

Abbildung 16 stellt die densitometrische Auswertung der RTK Aktivierung dar.  

Abbildung 17 fasst die Ergebnisse aus Abbildung 16 zur RTK Phosphorylierung 

in der Übersicht zusammen. Dargestellt sind hier diejenigen RTK mit signifikant 

veränderter Pixeldichte, d.h. Phosphorylierung nach Behandlung mit Plerixafor. 

Es zeigt sich hier für TC32 Zellen nach Behandlung mit Plerixafor die Aktivie-

rung der RTK TrkA, TrkC, EphA4, EphA5, EphA10, FGFR2a, FGF R1, DTK und 

M-CSF R. Initial (1h Plerixafor) ist IGF-1R desaktiviert, überwiegend TrkA, TrkB 

sind hier initial aktiv. Bei längerer Behandlung (16h) zeigt sich insbesondere die 

Aktivierung IGF-1R und mit EphA4, EphA5, EphA10 die Aktivierung von RTK 

der Ephrinrezeptor Familie. 

Herausstechend in Abbildung 17 ist bei der TC32 Zelllinie eine scheinbar deut-

liche Aktivierung der RTK ROR1, die mit ca. 20-facher Aktivierung im Vergleich 

deutlich heraussticht. Bei insgesamt aber sehr geringer Pixeldichte ist hier von 

einem Messartefakt auszugehen, zu dessen Aufdeckung wir im Folgenden die 

ROR1 Proteinexpression untersuchten. 
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Im Gesamtbild zeigen sich untersuchte RTK für A673 Zellen nach Behandlung 

mit Plerixafor überwiegend desaktiviert. Vorrübergehend (nach 1h) zeigt sich 

durch Plerixafor eine deutliche Aktivierung von PDGF Rb und EGF R in A673 

Zellen. IGF-1R ist zunächst desaktiviert, zeigt allerdings nach längerer Behand-

lung (16h) und nach Einsatz erhöhter Plerixaforkonzentration (5µM) eine deutli-

che Aktivitätssteigerung. ROR1 zeigt in A673 Zellen, im Gegensatz zu TC32 

Zellen, keine signifikante Aktivitätsänderung. 

 

Zusammenfassend zeigt sich für TC32 und A673 ein unterschiedliches Muster 

der RTK Aktivitätsänderung nach Plerixafor. TC32 Zellen zeigen nach der Be-

handlung mit Plerixafor eine überwiegende Aktivitätszunahme von RTK, u.a. 

von TrkA, TrkC und der Ephrinrezeptor Kinasen, einer Zielstruktur von Dasati-

nib. A673 Zellen zeigen insgesamt eher eine RTK Aktivitätsabnahme. Auffällig 

ist die Aktivierung von PDGF Rb, einer weiteren Zielstruktur von Dasatinib, in 

A673 Zellen nach Plerixafor. Bemerkenswert ist außerdem eine konstante Akti-

vierung von den RTK EGF R und Erb B3 in beiden verwendeten Zelllinien so-

wohl als direkter als auch als indirekter Effekt von Plerixafor. 
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Abbildung 15 Phosphorylierungsstatus von 49 RTKs in TC32 und A673 
Zellen nach Behandlung mit Plerixafor 

Dargestellt sind die Ergebnisse des Human RTK Array Kit. 400µg Proteinlysat 
von TC32 (A) und A673 (B) Zellen nach Behandlung mit 1µM Plerixafor für 1h 
bzw. 16h. Zusätzlich für A673 Zellen erfolgte die Analyse nach 16h mit 5µM 
Plerxiafor (C). Markiert sind RTK mit signifikanter Änderung der Pixeldichte 
(p<0,05) als Membran (Mitte) und als nach bestimmter Pixeldichte abgestufte 
heatmap von hoher (hier: weiß) bis niedriger (hier: blau-schwarz) Pixeldichte 
der Membranen (rechts).  
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Abbildung 17 Übersicht der RTK mit signifikant veränderter Phospho-
rylierung durch Plerxiafor 

TC32 (A), A673 (B) und A673 (C) Zellen nach Behandlung mit Plerixafor wie 
angegeben. Dargestellt sind die mittlere Pixeldichte der jeweiligen Kontrolle 
(Mean Ctrl) und der Behandlung (Mean 1h/16h), die Differenz (delta) der 
absoluten Pixeldichte (Behandlung - Kontrolle) und die fold change als rela-
tive Veränderung (Behandlung vs. Kontrolle). Nur RTK mit signifikant verän-
derter Phosphorylierung im Kontrollvergleich sind abgebildet (p<0,05). 
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Die RTK ROR1 stach mit hoher Änderungsrate bei TC32 Zellen im phospho-

RTK heraus, sodass wir im Folgenden, zur Aufdeckung eines möglichen Mess-

artefakts, die ROR1 Proteinexpression untersuchten. Im Rahmen dieser Arbeit 

wurde als Schnittmenge mit weiteren Projekten die Proteinexpression und 

Oberflächenproteinexpression von ROR1 in TC32 und weiteren Ewing Sarkom 

Zelllinien zum Vergleich bestimmt. Die folgenden Ergebnisse dieser Arbeit zu 

ROR1 sind auch in Publikationen unserer Arbeitsgruppe eingeflossen [87]. 

Wie in Abbildung 18 dargestellt, ist die ROR1 Expression auf Proteinebene in 

Ewing Sarkom Zellen mit mehreren Isoformen nachweisbar. Die Leukämie 

(ALL) Zelllinie 697 diente als Positivkontrolle für ROR1 [118]. Verschiedene und 

vorbeschriebene Protein-Isoformen konnten nachgewiesen werden: die ROR1 

Bande mit 104kDa bildet das nicht glykolysierte Protein ab, die Bande bei 130 

kDa das glykosylierte ROR1 Protein und die 260kDa mögliche ROR1 Dimere 

[119,120]. Die glykosylierte Isoform von ROR1 ist als aktive und an der Zell-

oberfläche lokalisierte Isoform beschrieben [119]. Diese aktive 130kDa Isoform 

konnte in der Kontrolllinie 697 und in den Zelllinien 5838, A673, A673 mit funk-

tionellem Knockdown des EWS-FLI1 (iEF) und des EWS-ERG (iERG) Tran-

skriptionsfaktors, SKNMC, TC71 deutlich nachgewiesen werden. In der Rhab-

domyosarkomzellinie RH30 blieb der Nachweis insbesondere der aktiven Isof-

orm aus, in der TC32 Zelllinie zeigte sich diese nur leicht angedeutet. 

 

Die durchflusszytometrische Analyse zur ROR1 Oberflächenexpression ist in 

Abbildung 19 und Tabelle 3 gezeigt. Als Positivkontrolle für die Oberflächenex-

pression von ROR1 dient die Leukämiezelllinie 697, als Negativkontrolle die 

Pankreaskarzinomzelllinie Capan-1 [118,121]. ROR1 Expression an der Zell-

oberfläche konnte bei drei von sechs analysierten Zelllinien nachgewiesen wer-

den; 5838, A673 und SK-NMC waren ROR1 positiv, TC32 war ROR1 negativ.  

Die nachgewiesene aktive 130kDa Isoform von ROR1 in den untersuchten E-

wing Sarkom Zelllinien und der ALL-Zelllinie 697 korrelierte mit der an der Zell-

oberfläche nachweisbaren ROR1 Expression. 
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In der TC32 Zelllinie zeigt sich eine geringe ROR1 Gesamtproteinexpression 

und keine relevante Oberflächenexpression des aktiven ROR1. Insgesamt ist 

also, bei fehlendem Nachweis der aktiven ROR1 Isoform als Oberflächenpro-

tein in TC32 Zellen und sehr geringen Pixeldichten in 3.7.2, von keiner relevan-

ten Aktivierung von ROR1 durch Plerixafor auszugehen, sodass es sich hier um 

ein Messartefakt handelt. 

 

 

Abbildung 18 ROR1 Gesamt-Proteinexpression in Ewing Sarkom Zelllinien  

Western Blot Analyse der ROR1 Expression. Die Zelllinie A673 iEF mit funktio-
nellem Knockdown des EWS-FLI1 Transkriptionsfaktors, A673 iERG mit 
Knockdown von EWS-ERG (Knockdown verifiziert, hier nicht dargestellt). Aktin 
diente als Ladekontrolle. 
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Abbildung 19 ROR1 Proteinexpression an der Zelloberfläche 

Angegebene Zelllinien wurden mit einem fluorchrom-konjugierten, spezifischen 
Antikörper gegen ROR1 behandelt (gefüllter Graph). Der nichtgefüllte Graph 
entspricht der unspezifischen Isotyp-Antikörperkontrolle. Prozentangaben be-
ziehen sich auf den Anteil spezifisch gefärbter Zellen an den analysierten Zel-
len. 
 
 

 

Tabelle 3 Übersicht über die ROR1 Oberflächenexpression von Ewing 
Sarkom Zelllinien 

Einteilung der ROR1 Oberflächenexpression nach relativer Fluoreszenzintensi-
tät RFI als Verhältnis von spezifischer Antikörperbindung und Isotypkontrolle. 
697 Zellen als Positivkontrolle, Capan-1 Zellen als Negativkontrolle. RFI<2 kei-
ne Expression „-“, RFI 2-2,8 schwache Expression „+“, RFI 2,8-4 mittelstarke 
Expression „++“, RFI >4 starke Expression „+++“. Dargestellt sind Werte aus 
einmaliger Bestimmung. 
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3.8. Dasatinib und Sorafenib hemmen das Zellwachstum  
Eine proliferationshemmende Wirkung der RTK Inhibitoren Dasatinib und So-

rafenib auf verschiedene Ewing Sarkom Zelllinien wurde im WST-1 Assay be-

stimmt. A673 und TC71 Zellen wurden mit ansteigenden Konzentrationen von 

Dasatinib und Sorafenib behandelt und die Zellvitalität, d.h. der Anteil stoff-

wechselaktiver und vitaler Zellen, nach 72h bestimmt. Abbildung 20 zeigt die 

dosisabhängige Hemmung des Zellwachstums durch die RTK Inhibitoren. Die 

jeweiligen IC50-Werte, also die Konzentration, bei der eine halbmaximale 

proliferationsinhibierende Wirkung beobachtet wurde, wurden graphisch ermit-

telt. Die IC50-Werte sind in Tabelle 4 dargestellt.  

 

Bei der Behandlung mit Dasatinib ergab sich für die Zelllinie TC71 ein signifi-

kant höherer IC50-Wert als für die Zelllinie A673. Die Konzentration für einen 

halbmaximalen Effekt lag für Dasatinib bei der Zelllinie TC71 etwa vierfach hö-

her als bei der Zelllinie A673. Die Wirkungskurven für die Behandlung mit So-

rafenib von A673 und TC71 verlaufen weitgehend parallel (Abbildung 20) und 

die IC50-Werte unterscheiden sich nicht signifikant. Bei der Behandlung mit 

Dasatinib zeigt sich die Zelllinie TC71 resistenter als A673, für Sorafenib unter-

schied sich die Sensibilität beider Zelllinien nicht signifikant (Tabelle 4). 
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Abbildung 20 Dasatinib und Sorafenib inhibieren das Zellwachstum von 
Ewing Sarkom Zelllinien 

TC71 und A673 Zellen wurden mit Dasatinib (A) oder Sorafenib (B) in Konzent-
rationen von 0,001µM – 10µM (logarithmisch skaliert) für 72h inkubiert. Alle 
Werte sind in Bezug zur unbehandelten Kontrolle. Dargestellt sind Mittelwerte 
+/- SD aus mindestens 3 unabhängigen Versuchen. Student’s t-Test Behand-
lung vs. Kontrolle p<0.05 *; p< 0.01 **, p<0.001 ***. 
 

Tabelle 4 IC50 (µM)-Werte von Dasatinib und Sorafenib 

Zelllinie IC50 (µM) Dasatinib IC50 (µM) Sorafenib 

A673 6,06 7,82 

TC71 25,25 8,71 
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3.9. Dasatinib hemmt Plerixafor vermitteltes Zellwachstum 
Dasatinib als TKI, der neben Src und ABL Kinasen auch inhibierende Wirkung 

auf RTK der PDGF Rezeptor Familie und der Ephrinrezeptor Familie (EphA, 

EphB) zeigt, wurde in Kombination mit Plerixafor für Zellviablitätsassays einge-

setzt [122]. Dies erfolgte ausgehend von den Ergebnissen des phospho-RTK 

Arrays (Abbildung 16) mit der transienten Aktivierung von Dasatinib Zielstruktu-

ren wie PDGF Rb in A673 Zellen und der Eph RTK in TC32 Zellen nach Be-

handlung mit Plerixafor. Für die Untersuchungen wurde exemplarisch die 

CXCR4-low Zelllinie A673 und die CXCR4-high Zelllinie TC32 ausgewählt.  

 

Es wurde mit 100nM eine niedrige Dasatinib Konzentration gewählt, die deutlich 

unter dem zuvor bestimmten IC50-Wert von Dasatinib für A673 Zellen lag 

(Tabelle 4), um keine Beeinflussung der Zellvitalität allein durch Dasatinib zu 

bewirken. Dasatinib als alleiniger Wirkstoff zeigte hier keine signifikante Beein-

flussung der Zellviabilität beider Zelllinien. Wie in Abbildung 21 dargestellt, zeigt 

sich dosisabhängig ein gesteigertes Zellwachstum, mehr in A673 als in TC32 

Zellen, durch Behandlung mit Plerixafor bei einer verkürzten Behandlungszeit 

mit 24h. Die Behandlungszeit wurde so gewählt, um die eher kurzwirksamen 

RTK Aktivitätsänderungen abzubilden und mit Dasatinib zu beeinflussen. In 

A673 Zellen reproduziert sich nach Behandlung mit 10µM Plerixafor ein prolife-

rationsinduzierender Effekt. Dasatinib hebt diese Wirkung auf, d.h. in Kombina-

tion zeigt sich keine Zellviabilitätszunahme durch Plerixafor (Abbildung 21). In 

TC32 Zellen konnte eine vergleichsweise geringere Zellvitalitätszunahme nach 

Behandlung mit Plerixafor festgestellt werden. Die Kombination von Dasatinib 

mit Plerixafors zeigte keine signifikante Änderung dieses Effekts, im direkten 

Vergleich. Es zeigte sich hier auch eine Zellviabilitätszunahme bei Zusatz von 

Dasatinib. Auffällig ist, dass Dasatinib die proliferative Wirkung von Plerixafor in 

A673 Zellen, also Zellen mit fehlendem CXCR4 Membrananteil, aufhebt, wäh-

rend sich in TC32 Zellen hier keine Änderung zeigt. 
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Abbildung 21 Zellbehandlung von A673 und TC32 mit der Kombination 
von Plerixafor und des TKI Dasatinib 

Die Behandlung der Zellen erfolgte in dargestellten Inhibitor Konzentrationen im 
Zellmedium. Bei kombinierter Behandlung erfolgte die Dasatinib (D) Behand-
lung 2h vor Behandlung mit Plerixafor (P). Die Auswertung wurde nach 24h In-
hibitor Inkubation mittels WST-1 Assay durchgeführt. Dargestellt als Mittelwerte 
+/-SD der relativen Werte in Bezug zur Kontrolle aus dreimaliger Bestimmung. 
*p<0,05; ***p<0,001 (t-Test). 
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4. Diskussion 
Zunächst sollen die wichtigsten Ergebnisse der Arbeit zusammengefasst wer-

den.  

 

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen wider Erwarten eine pro-

proliferative Wirkung des CXCR4-Inhibitors Plerixafor in 4/4 Ewing Sarkom Zell-

linien und in 1/4 primären Ewing Sarkom Kulturlinie. G-CSF und der CXCR4- 

Agonist CXCL12 hingegen beeinflussten die Zellviabilität nicht. In der FACS 

Analyse zeigte sich ein breites Spektrum der CXCR4 Oberflächenexpression 

der Zelllinien. Für weitere Versuche wurden die Zelllinie TC32 mit hoher 

(CXCR4-high) und die Zelllinie A673 mit niedriger (CXCR4-low) CXCR4 Ober-

flächenexpression verwendet. Plerixafor beeinflusste die CXCR4 Proteinex-

pression, in den untersuchten TC32 CXCR4-high Zellen zeigte sich der CXCR4 

Membrananteil nach Plerixafor signifikant vermindert. Auf Proteinebene zeigten 

die verwendeten Ewing Sarkom Zelllinien neben einer 43kDa CXCR4 Isoform 

eine im Kontrollvergleich zusätzliche 55kDa Isoform, die am CXCR4 Membran-

anteil beteiligt zu sein scheint. 

 

Die Zellmigration wurde durch Plerixafor und CXCL12 stimuliert mit überwie-

gend pro-migratorischen Effekten von Plerixafor in CXCR4-low A673 Zellen und 

von CXCL12 in CXCR4-high TC32 Zellen. Des Weiteren zeigte Plerixafor eine 

Aktivierung von Signalproteinen nachgeschalteter Signalwege mit p-AKT und 

teilweise p-JNK, nicht aber p-MAPK. In den phospho-RTK Arrays zeigte sich die 

transiente Aktivierung der RTK PDGF Rb durch Plerixafor. Dasatinib in Kombi-

nationsbehandlung mit Plerixafor inhibierte signifikant Plerixafor-vermitteltes 

Zellwachstum in CXCR4-low A673 Zellen. Dies weist insgesamt auf eine Betei-

ligung von RTK an einem nicht-CXCR4-vermittelten Effekt von Plerixafor hin. 

 

Die folgende Diskussion soll zunächst die vorliegenden Ergebnisse in den Kon-

text anderer Studien einordnen, die CXCR4 und/oder die Wirkung von Plerixa-

for in vitro untersuchten. Anschließend werden molekulare Mechanismen und 

nicht-CXCR4-vermittelte Effekte von Plerixafor diskutiert. Zuletzt werden die 
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Einschränkungen der in vitro Ergebnisse und Bedeutung der Ergebnisse für 

weiterführende Untersuchungen, sowie für den klinischen Einsatz von Plerixafor 

diskutiert. 

 

Einfluss von Plerixafor auf Zellviabilität und Zellmigration 

Berghuis et al. [41] konnten keine Wirkung von Plerixafor auf die Zellproliferati-

on nachweisen. In der Studie wurde mit u.a. CADO, EW3, SK-ES-1 und SK-N-

MC ein anderes Spektrum an Ewing Sarkom Zellen verwendet, das CXCR4-

high (CADO, EW3) und CXCR4-low (SK-ES-1, SK-N-MC) Zellen umfasste. 

Hingegen zeigten wir, im Gegensatz zu der Studie von Berghuis et al., eine 

proliferationsfördernde Wirkung von Plerixafor sowohl auf CXCR4-high (TC32, 

VH64) als auch auf CXCR4-low (A673, TC71) Ewing Sarkom Zelllinien, sowie 

einer primären Ewing Sarkom Kulturlinie. Einen Hauptunterschied sehen wir in 

dem zeitlichen Ablauf. Die Behandlungsdauer war bei Berghuis et al. mit 7 Ta-

gen deutlich länger als in unserer Studie, bei insgesamt mit 1000ng/ml (ent-

sprechend ca. 1,26µM) geringerer Plerixaforkonzentration. Eine signifikante 

Zunahme der Zellviabilität stellte sich in der vorliegenden Arbeit erst bei höhe-

ren Konzentrationen ein, die von Berghuis et al. nicht untersucht wurden. Der 

direkte Vergleich beider Studien ist aufgrund der Modalitätsunterschiede nicht 

gut möglich. Die vorliegende Arbeit bildet also, insgesamt mit kürzerer Behand-

lungsdauer, eher kurzfristige und eher direkte Effekt von Plerixafor ab. Bei einer 

längeren 7-tägigen Behandlung, wie in der Studie von Berghuis et al., sind wei-

tere Effekte und unter anderem auch ein möglicher Wirkungsverlust von Pleri-

xafor in Betracht zu ziehen. Ferner konnten Berghuis et al. eine gesteigerte 

Zellproliferation durch CXCL12 in CXCR4-positiven Zellen feststellen, die durch 

Vorbehandlung mit Plerixafor inhibiert werden konnte. In den von uns unter-

suchten CXCR4-low Zelllinien A673 und TC71, wie in Kapitel 3.2 dargestellt, 

zeigte sich erwartungsgemäß keine Änderung der Zellviabilität durch CXCL12, 

wie auch Berghuis und Kollegen für andere CXCR4-low Zelllinien unter ähnli-

chen Versuchsbedingungen zeigten. Eine autokrine bzw. parakrine Wachs-

tumsstimulation über die CXCR4-CXCL12-Achse ist auch für andere Tumoren 
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beschrieben z.B beim Multiplem Myelom [123], bei Glioblastomzellen [124] und 

bei Ewing Sarkomen Zelllinien [41].  

 

In der vorliegenden Arbeit wurde das Spektrum untersuchter Ewing Sarkom 

Zelllinien erweitert. Zudem konnte erstmals gezeigt werden, dass eine pro-

proliferative Wirkung von Plerixafor auch auf CXCR4-low Zelllinien durch, nicht 

direkt-CXCR4-vermittelte, Mechanismen in der Wirkung von Plerixafor möglich 

erscheinen lassen. 

 

Krook et al. [42] untersuchten in ihrer Studie die Zellmigration von CXCR4-

positiven Ewing Sarkom Zellen entlang eines CXCL12-Gradienten, die sich in 

unseren Arbeiten bestätigte. Durch Vorbehandlung mit Plerixafor und funktio-

nellen CXCR4-Knockdown konnten Krook et al. die chemotaktische Wirkung 

von CXCL12 auf CXCR4-positive Zellen inhibieren. Krook et al. verwendeten 

insgesamt gleiche Konzentrationen für CXCL12 und mit 2,5µg/ml (entspre-

chend ca. 3µM) für Plerixafor leicht höhere Konzentrationen, sodass sich hier in 

Bezug zur chemotaktischen Wirkung aufgrund des Versuchsaufbaus und glei-

cher Konzentrationen von CXCL12 Vergleichbarkeit ergibt. In der vorliegenden 

Arbeit wurde zusätzlich die chemotaktische Wirkung von Plerixafor auf CXCR4-

low A673-Zellen und CXCR4-high TC32 Zellen, die auch Krook et al. einsetz-

ten, untersucht. Interessanterweise zeigte sich für Plerixafor eine pro-

migratorische Wirkung mit signifikant gesteigerter Migration entlang eines Pleri-

xafor-Gradienten für CXCR4-low A673 Zellen, nicht aber für CXCR4-high TC32 

Zellen. In Zusammenschau mit der Studie von Krook et al., die eine deutliche 

Abhängigkeit des Migrationsverhaltens von einer CXCR4-CXCL12 Achse zeigt, 

ist im Hinblick auf die pro-migratorische Wirkung von Plerixafor auch auf 

CXCR4-low Zellen, von einer Beteiligung nicht-CXCR4-vermittelter Mechanis-

men auszugehen. 

 

CXCR4 Expression und Beeinflussung durch Plerixafor 

Um die CXCR4 Proteinexpression und die Wirkung von Plerixafor auf CXCR4 

als molekulare Zielstruktur in Ewing Sarkom Zellen zu untersuchen, verwende-
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ten wir FACS und Western Blot. Es wurde somit die Wirkung auf Proteinebene 

und damit direkt funktionell relevante Strukturen betrachtet. Die CXCR4 Ober-

flächenexpression war in den analysierten Zelllinien insgesamt heterogen, da-

runter CXCR4-high TC32 Zellen und CXCR4-low A673 Zellen. Unsere Ergeb-

nisse erweitern das Spektrum untersuchter Zelllinien und decken sich teilweise 

mit den Ergebnissen von Berghuis et al. [41] und Krook et al. [42]. Die von 

Krook et al. beschriebene dynamische und von Kultivierungsbedingungen ab-

hängige CXCR4 Oberflächenexpression, konnte im Rahmen dieser Arbeit an-

hand gleicher untersuchter Zelllinien nicht reproduziert werden.  

 

Krook et al. beschreiben in ihrer Studie insgesamt eine geringe Zunahme des 

Anteils CXCR4-positiver Zellen unter serum-freien Bedingungen. Die in dieser 

Arbeit betrachtete RFI bzw. mittlere Fluoreszenzintensität in Bezug zur Isotyp-

kontrolle bildet eher die CXCR4 Oberflächenexpression der Zellpopulation ab 

und schließt auch Änderungen der Rezeptordichte einzelner Zellen mit ein. So-

dass nach Krook et al. durch Wachstumsfaktorentzug anteilig mehr Zellen 

CXCR4-positiv sind.   

 

Nach den hier vorgelegten Ergebnissen ändert sich unter diesen Bedingungen, 

bei nicht signifikant veränderten RFI-Werten, der CXCR4 Membranproteinge-

halt nicht. Nach unseren Ergebnissen zeigten sich gleichgerichtete Effekte auf 

die CXCR4 Oberflächenexpression nach CXCL12 und deutlicher nach Plerixa-

for Behandlung, sodass von einer Wirkung beider Wirkstoffe auf CXCR4 mit 

Rezeptorinternalisierung ausgegangen werden kann. Kim et al. [125] zeigen ein 

Partialagonismus von Plerixafor in Myelomzellen in vitro, der auch hier eine Re-

zeptorinternalisierung erklären würde. 

 

Die gezeigte 55kDa CXCR4 Isoform in Zelllysaten der in der vorliegenden Ar-

beit analysierten Zelllinien scheint mit der pro-proliferativen Wirkung von Pleri-

xafor assoziiert zu sein. Eine direkte Korrelation mit der CXCR4 Oberflächen-

expression zeigte sich hier nicht, auch FACS CXCR4-low Zellen zeigten deut-

lich die 55kDA Isoform. Hingegen beschreiben Carlisle et al. für Neuroblastom-
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zellen [116] eine Assoziation dieser Isoform mit hoher CXCR4 Oberflächenex-

pression, die für die untersuchten Ewing Sarkom Zellen nicht zu gelten scheint. 

Gleichwohl zeigen unsere Ergebnisse eine Abnahme der CXCR4 Oberflächen-

expression und der 55kDa-Isoform im Zelllysat durch Plerixafor in CXCR4-

positiven Zelllinien, woraus geschlossen werde kann, dass diese Isoform auch 

am CXCR4 Membrananteil beteiligt ist.  

 

Insgesamt beeinflusst Plerixafor, wie auch CXCL12, die CXCR4 Oberflächen-

expression und teilweise die CXCR4 Proteinexpression, sodass ein Partialago-

nismus von Plerixafor möglich ist. Weitere Studien sind nötig, um dies nachzu-

weisen und die funktionelle Relevanz der CXCR4 Isoformen in Ewing Sarkom 

Zellen zu verstehen. 

 

Plerixafor aktiviert den PI3K/Akt/mTOR-Signalweg  

Unsere Arbeiten zeigen eine Plerixafor-vermittelte Phosphorylierung der AKT 

bzw. Proteinkinase B an der aktivierenden Phosphorylierungsstelle (Ser473) 

[126]. Als Protein des onkogenen PI3K/AKT/mTOR-Signalwegs ist AKT ein 

Signalprotein, das Zellwachstum und Proliferation vermittelt [127]. Die Expres-

sion von AKT in Ewing Sarkomen ist mit schlechter Prognose assoziiert [128]. 

 

Kim et al. zeigten für Myelomzellen und HCC Zelllinien eine Aktivierung von 

AKT durch Plerixafor. Pertussistoxin, ein potenter Inhibitor G-Protein gekoppel-

ter Rezeptoren wie CXCR4, inhibierte die pro-proliferative Wirkung von Plerixa-

for, sodass Kim et al. von einen Partialagonismus von Plerixafor am Chemokin-

rezeptor CXCR4 mit AKT Aktivierung und Proliferationssteigerung ausgehen 

[125]. Nach unseren Ergebnissen hingegen kann eine Wirkung von Plerixafor 

auf die Phosphorylierung von AKT durch die gezeigte Plerixafor-vermittelte Ak-

tivierung weiterer RTK erklärt werden. IGF-1R [93], EGF R [129], PDGF Rb 

[130] sind RTK, die eine Aktivitätszunahme nach Behandlung mit Plerixafor zei-

gen und deren Signaltransduktion den AKT Signalweg involvieren und somit 

Zellproliferation und Zellwachstum beeinflussen.  

 



64 

Eine CXCR4-Spezifität für Plerixafor ist beschrieben [60], dennoch zeigen unse-

re Daten auch in CXCR4-low A673 Zellen die Aktivierung von RTK durch Pleri-

xafor, sodass auch nicht-CXCR-vermittelte Wirkungen von Plerixafor in Ewing 

Sarkom Zellen anzunehmen sind oder Plerixafor-unabhängig von der Rezep-

tordichte auf der Zelloberfläche agiert. Die im Rahmen dieser Arbeit nachge-

wiesene Aktivierung des AKT-Signalwegs durch Plerixafor kann also die pro-

proliferative Wirkung von Plerixafor erklären. Weitere Experimente sind nötig, 

um den exakten molekularen Mechanismus aufzudecken. 

 

Aktivierung von RTK durch Plerixafor 

Ein wichtiges und bisher nicht beschriebenes Ergebnis dieser Arbeit ist, dass 

Plerixafor direkt RTK in Ewing Sarkom Zelllinien aktiviert.  

 

Die Zunahme der Phosphorylierung von ROR1 (Receptor tyrosine kinase-like 

orphan receptor 1) durch Plerixafor in der Zelllinie TC32 ist als Messartefakt 

aufzufassen. Bei insgesamt, wie unseren Ergebnissen gezeigt, schwacher 

ROR1 Expression der relevant-aktiven 130kDa-Isoform [119,120] und im phos-

pho RTK-Array sehr niedrigen Pixeldichtenwerte ergibt sich, trotz hoher Ände-

rungsrate, keine relevante Aktivierung von ROR1. Am ehesten ist dies auf klei-

nere Messungenauigkeiten bei Bestimmung der Pixeldichte zurückzuführen. 

ROR1 zählt zu den RTK und ist eine in unserer Arbeitsgruppe bereits unter-

suchte RTK, die vermehrt in Tumorproben von Pateinten mit metastasiertem 

Ewing Sarkom nachgewiesen werden konnte und an pro-migratorischen Pro-

zessen beteiligt zu sein scheint [87]. Wir verweisen an dieser Stelle auf bereits 

von unserer Arbeitsgruppe veröffentlichte Daten, zu denen Ergebnisse dieser 

Arbeit zur ROR1 Expression beigetragen haben [87]. 

 

Eine gleichbleibende Aktivierung der RTK EGF R und der verwandten RTK Erb 

B3 nach kurzer und langer, 16-stündiger, Behandlung mit Plerixafor in CXCR4-

high und -low Zellen wurde in dieser Arbeit gezeigt. Diese Wirkung scheint so-

mit nicht von der CXCR4 Expressionsdichte abhängig zu sein und, da auch bei 

kurzer Behandlungszeit bestehend, spezifisch zu sein. Über die funktionelle 
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Bedeutung von EGF R und Erb B3 in Ewing Sarkomen ist nur wenig bekannt. 

Beschrieben ist die Inhibition des Zellwachstums durch EGF R- Inhibitoren in 

Ewing Sarkom Zellen in vitro [131]. Die Expression und Aktivierung der RTK 

Erb B3 mit Wirkung auf die Zellproliferation ist hingegen in Klarzellsarkom Zel-

len beschrieben [132]. Da sich insgesamt nur teilweise eine signifikante Aktivi-

tätszunahme von EGF R und Erb B3 ergab, untersuchten wir diese RTK im 

Rahmen dieser Arbeit nicht weiter. Über die Rolle der RTK Familie Eph im E-

wing Sarkom, die mit EphA4, EphA5 und EphA10 hier eine Aktivitätszunahme 

nach Plerixafor zeigten, ist ebenfalls wenig bekannt. Eph Rezeptoren scheinen 

regulatorisch beteiligt an Zelltransformation und Zellmigration in Tumoren zu 

sein [133]. 

 

In der vorliegenden Arbeit wurde die Aktivitätszunahme von PDGF Rb in A673 

Zellen nach 1-stündiger Behandlung mit Plerixafor untersucht. Anzunehmen ist, 

aufgrund der kurzen Behandlungszeit, ein eher spezifischer und direkter Effekt 

von Plerixafor auf diese RTK. Da diese Zelllinie keinen CXCR4 Oberflächenbe-

satz zeigte, ist hier von einem nicht-CXCR4-vermittelten Effekt auszugehen. 

Uren et al. zeigten die Expression der RTK PDGF Rb in Ewing Sarkomen und 

Zelllinien mit funktioneller Wirkung von PDGF Rb auf Zellmigration sowie Zell-

wachstum durch Aktivierung nachgeschalteter Signalwege, wie dem pro-

proliferativen PI3K/AKT-Signalweg [134]. Weitere Studien zeigten ähnliche Er-

gebnisse und wiesen auch eine Aktivierung und damit funktionelle Relevanz 

von PDGF Rb in Ewing Sarkom Zellen nach [135,136]. Obwohl unsere Ergeb-

nisse zur Wirkung von Plerixafor auf RTK neu sind, stimmen sie in Bezug auf 

die mechanistische Aktivierung des nachgeschalteten PI3K/AKT Signalwegs 

durch PDGF Rb überein [134,136]. Insgesamt zeigen unsere Ergebnisse eine 

nicht-CXCR4-vermittelte Wirkung von Plerixafor auf RTK mit konsekutiver Akti-

vitätszunahme mehrerer RTK. Diese Wirkung kann die beobachtete pro-

proliferative und teilweise die pro-migratorische Wirkung von Plerixafor erklären. 

Kombination von Plerxiafor mit Dasatinib zur RTK Inhibition  

Dasatinib als Einzelsubstanz zeigte eine proliferationshemmende Wirkung im 

Rahmen dieser Arbeit. Die ermittelten IC50-Werte für Ewing Sarkom Zelllinien 
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entsprachen weitgehend den Ergebnissen von Timeus et all. [137]. Wir konnten 

hier das Spektrum bekannter IC50-Werte für Dasatinib in Ewing Sarkom Zellli-

nien erweitern. Dasatinib, als potenter Inhibitor von PDGF Rb und auch Ephrin-

rezeptor Kinasen [110,138] konnte die pro-proliferative Wirkung von Plerixafor 

aufheben. Die verwendete Konzentration für Dasatinib lag hier mit 100nM deut-

lich niedriger als der IC50-Wert, sodass keine wesentliche inhibitorische Wirkung 

allein durch Dasatinib anzunehmen ist. Es zeigt sich eine funktionelle Beteili-

gung der RTK PDGF Rb an nicht-CXCR4-vermittelten Effekten von Plerixafor. 

Die proliferationssteigernde Wirkung von Plerixafor in CXCR4-low Zellen kön-

nen wir somit durch nicht-CXCR4-vermittelte Aktivierung von PDGF Rb erklären 

und durch Dasatinib in geringer Konzentration in vitro inhibieren. 

 

Im Rahmen dieser Arbeit erfolgte die Bestimmung der IC50-Werte neben Dasa-

tinib auch für den TKI Sorafenib [108]. In einer Phase 2 Studie zeigten Patien-

ten mit fortgeschrittenem Ewing Sarkom eher geringes Therapieansprechen 

[139]. Die bestimmten IC50-Werte lagen mit ca. 8µM, entsprechend etwa 

3,72mg/l, relativ hoch im Vergleich zur maximalen Plasmakonzentration von 

2,31mg/l – 9,81mg/l in Studien an Patienten mit therapierefraktären soliden 

Tumoren [140]. Basierend auf unseren Ergebnissen ergab sich, aufgrund ande-

rer beschriebener Zielstrukturen (1.3.1) keine weitere Verwendung für Sorafenib 

in dieser Arbeit. 

 

Einschränkungen und Bedeutung dieser Arbeit 

Wir präsentieren in dieser Arbeit Ergebnisse aus in vitro Versuchen zum Effekt 

von Plerixafor auf Ewing Sarkom Zellen. Eine Reproduktion des Umgebungsmi-

lieus von Ewing Sarkom Zellen in vivo ist für in vitro Versuche nicht möglich, 

sodass möglicherweise eine eingeschränkte Übertragbarkeit auf entsprechende 

Tumorzellen in Patienten besteht. Aufgrund reduzierter Einflüsse, beispielswei-

se durch fehlende Immunzellen oder Zellinteraktion mit Tumorstroma, ergeben 

sich kontrollierte Bedingungen für in vitro Versuche, die die Untersuchung von 

Wirkstoffeffekten auf Rezeptoren ermöglichen. Dennoch ergeben sich für Ver-

suche mit in vitro Zellen durch Zellkonfluenz, Mediumzusatz von 10% fötalem 



67 

Kälberserum und Passagenzahlen mögliche Einflüsse auf das Zellverhalten 

und damit die Ergebnisse. Kontrollen mit Zellen unter identischen Kultivie-

rungsbedingungen und passender Wirkstoffbehandlung wurden in dieser Arbeit 

eingesetzt. Die durchgeführten in vitro Versuche sind insgesamt eine geeignete 

Methode, um den Effekt von Plerixafor auf Ewing Sarkom Zellen in vitro zu un-

tersuchen. 

 

Die vorliegende Arbeit zeigt einen pro-tumorigenen Effekt des CXCR4 Inhibitors 

Plerixafor auf Ewing Sarkom Zelllinien und Zellkulturen. Für Plerixafor konnte 

eine proliferationsfördernde und pro-migratorische Wirkung gezeigt werden. 

Plerixafor bewirkte eine direkte, CXCR4-vermittelte Wirkung auf RTK mit Akti-

vierung von PDGF Rb, EGF R, Ephrin RTK. Es zeigt sich nachgeschaltet eine 

Aktivierung von Signalproteinen des proliferationsfördernden PI3K/AKT Signal-

wegs. Abbildung 22 fasst diesen Effekt in der Übersicht zusammen. Dasatinib 

konnte den proliferationsfördernden Effekt von Plerixafor teilweise aufheben. 

Plerixafor findet neben GCSF Verwendung zur Stammzellmobilisierung. Die 

Stammzellmobilisation ist, wie eingangs beschrieben, Bestandteil von Thera-

pieprotokollen bei Ewing Sarkom Patienten. Der gezeigte pro-tumorigene Effekt 

von Plerixafor gibt Anlass, die klinische Verwendung bei Ewing Sarkom Patien-

ten zu überdenken. Weitere Untersuchungen der direkten bzw. indirekten Effek-

te von Plerixafor, besonders auch auf das RTK-Netzwerk, können wertvolle wei-

tere Einblicke in die Tumorbiologie des Ewing Sarkoms geben. 
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Abbildung 22 Zusammenfassung des Effekts von Plerixafor auf Ewing 
Sarkom Zelllinien 

Modifiziert nach Liao et al. [30] und Xu et al. [78].  Schwarze und grüne Pfeile 
bilden Phosphorylierung oder Aktivierung ab. Rote Pfeile stehen für Inhibition.  
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9. Anhang 
 

Abkürzungsverzeichnis 
 
°C  Grad Celsius 
%  Prozent 
/   Pro 
<  kleiner als 
>  größer als 
=  gleich 
+/- plus/minus 
x   mal 
AMD3100 Synonym zu Plerixafor 
AKT  Proteinkinasen B 
ALL  Akute lymphatische Leukämie 
AML  Akute myeloische Leukämie 
AXL  AXL Rezeptor Tyrosinkinase 
BCR-ABL  Fusionsgen aus dem ABL-Gen Abelson Murine Leukemia Viral On-

cogene Homolog 1) und dem BCR-Gen (breakpoint cluster region) 
BSA  Bovines Serum Albumin 
bzw. beziehungsweise 
CLL   Chronisches lymphatische Leukämie 
CT Computertomographie 
Ctrl Kontrolle 
CXCL12 CXC-Motiv-Chemokin 12 
CXCR4 CXC-Motiv-Chemokinrezeptor 4 
DAPI 4′,6-Diamidin-2-phenylindol 
DDR1, DDR 2 Discoidin Domain Rezeptor Tyrosinkinase 1, 2 
DMEM Dulbecco's Modified Eagle's Medium 
DMSO Dimehtylsulfoxid 

d.h. Das heißt 

EGF R Epidermal growth factor receptor 
EPH Erythropoietin-producing human hepatocellular receptors, 

Ephrinrezptor 
Erb B3 V-erb-b2 avian erythroblastic leukemia viral oncogene homolog 3 
Et al. Et alii 
ETS ETS Transkriptionsfaktor 
EWS-ERG Fusionsprotein aus EWS-Protein und ETS- Trankriptionsfaktor ERG 
EWS-FLI1 Fusionsprotein aus EWS-Protein und ETS- Trankriptionsfaktor FLI1 
FACS Fluorescence activated cell sorting 
FBS Fetales bovines Serum 
FITC Fluoreszin-Isothiocyanat 
g Gramm 
h Stunde 
IGF-1 Insuline-like growth factor 
IGF-1R Insuline-like growth factor receptor 



II 

IGFBP3 Insuline-like growth factor binding protein 3 
JNK c-Jun N-terminale Kinase 
kDa Kilo Dalton 
MAPK Mitogen-activated protein kinase 
mg Milligramm 
min Minute 
mRNA Messenger Ribonukleinsäure 
MRT Magnetresonanztomographie 
mTOR Mechanistic target of Rapamycin 
n Anzahl 
nm Nanometer 
nM Nanomolar 
nmol Nanomol 
NP40 Octoxinol 9 
PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
PBS phosphat buffered saline 
PCR Polymerase-Kettenreaktion 
PDGF Ra platelet-derived growth factor receptor, alpha polypeptide 
PDGF Rb platelet-derived growth factor receptor, beta polypeptide 
PE-Cy7 Phycoerythrin- 
PI3K Phosphatidylinositol-3-Kinase 
Ras Rat sarcoma Kinase 
Raf Rapidly accelerated fibrosarcoma Kinase 
RNA Ribonukleinsäure 
ROR1 Receptor tyrosine kinase-like orphan receptor 1 
rpm rotations per minute 
RPMI Roswell Park Memorial Institute 
s Sekunde 
S6-RP S6-ribosomales Protein 
SD Standardabweichung 
SDS Sodiumdodecylsulfat 
TBS Tris-buffered saline 
TBST Tris-buffered saline + Tween 
TEMED N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin 
Tris Tris(hydroxymethyl)aminomethan 
Trk A/B/C Tropomyosin receptor kinase A/BC 
VEGFR Vascular endotheliel growth factor receptor 
vs versus 
µl Mikroliter 
µM Mikromolar 
WST-1 Water soluble tetrazolium 
z.B. zum Beispiel 
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