3 Ergebnisse
3.1 Zellbindung von Fusionsproteinen

Voraussetzung fur die Beobachtung der Wirkung immobilisierter IgG1-Fusions-
proteine auf leukamische Zellen ist, dass beide Valenzen des Molekils, also
sowohl der Zytokin-Teil als auch der Fc-Teil, funktionsfahig sind. Daher wurde in
den folgenden Versuchen die Intaktheit der Fusionsproteine IL-2-IgG1 und SCF-

IgG1 und ihre spezifische Bindung an rezeptorexprimierende Zellen Uberpruft
(Abb. 11 + 12).
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Abb. 11: Expression von FcyRI und c-kit durch U-937- und CS-1-Zellen
Jeweils 5 x 10° Zellen wurden mit direkt konjugierten spezifischen monoklonalen
Antikoérpern fur FcyRI (A, B) bzw. c-kit (C, D) inkubiert. Die Bindung der Antikorper
wurde durchflusszytometrisch bestimmt (ausgeftillte Kurven). Als Negativkontrolle
dienten irrelevante Antikdrper (nicht ausgefullte Kurven).

U-937-Zellen zeichneten sich durch eine hohe Expression des FcyRI-Rezeptors
aus (FcyRI™: Abb. 11A) und exprimierten den SCF-Rezeptor c-kit nicht (c-kit™; Abb.
11C). CS-1-Zellen hingegen exprimierten nur auf einem niedrigen Niveau FcyRI

(FcyRI"; Abb. 11B), dafiir aber in hohem MaR c-kit (c-kit"; Abb. 11D).
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Abb. 12: Bindung von Fusionsproteinen an U-937- und CS-1-Zellen

Jeweils 5 x 10° U-937- bzw. CS-1-Zellen wurden 30 min mit 5 pg IL-2-IgG1 (A, B)
bzw. 10 min mit 5 pg SCF-IgG1 inkubiert (C, D). Nach dem Waschen wurden alle
Zellen mit einem FITC-konjugierten Fc-spezifischen Antikoérper inkubiert. Die
Bindung des Fusionsprotein-Antikdrper-Komplexes wurde durchflusszytometrisch
bestimmt (ausgefillte Kurven). Zur Kontrolle wurden in fusionsproteinfreiem
Medium inkubierte Zellen verwendet (nicht ausgefillte Kurven).

Sowohl die Bindung des IL-2-IgG1 (Abb. 12A) als auch des SCF-IgG1 (Abb. 12C)
an FcyRI" c-kit™ U-937-Zellen lieferte einen der FcyRI-Expression vergleichbaren
Kurvenverlauf. Die Bindung des IL-2-lgG1 auf CS-1-Zellen entsprach ebenfalls
dem FcyRI°-Phanotyp (Abb. 12B). Nach der Bindung des SCF-IgG1 an die FcyRI"®
c-kit" CS-1-Zellen war der Kurvenverlauf eher der Expression von c-kit
vergleichbar (Abb. 12D). Dieser Verlauf deutet den summarischen Effekt der
Bindung des bivalenten Molekuls an beide auf den CS-1-Zellen in unter-

schiedlichem Ausmal} exprimierten Rezeptoren an.

Aus den Ergebnissen der beschriebenen Experimente konnte abgeleitet werden,
dass beide Valenzen des verwendeten IL-2-lgG1- und des verwendeten SCF-
IgG1-Fusionsproteins intakt waren.
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3.2 Bindung des IgG(Fc)-spezifischen Antikdrpers an eine Plastikmatrix

Im folgenden Experiment wurde untersucht, ob Fusionsproteine tber plastikfixierte
Antikorper ausreichend an eine Matrix gebunden werden konnen. Zellen der
Zelllinie CTLL-16 benétigen zur Proliferation obligat IL-2. Aus vorhergehenden
Experimenten unserer Arbeitsgruppe war bekannt, dass die Zytokin-Wirkung des
IL-2-1gG1 durch die Matrixbindung nicht verandert wird und die CTLL-16-Zellen
innerhalb von 24 Stunden ausreichend proliferieren, um die Wirksamkeit der
Matrixbindung zu demonstrieren. Die Fangantikorper wurden bei den Vorunter-
suchungen unserer Arbeitsgruppe bei einem basischen pH-Wert von 9,4 in Tris-
HCI an die Plastikmatrix der Zellkulturplatten gebunden. In den Haupt-
experimenten der vorliegenden Arbeit sollten zuséatzlich zu einem SCF-IgG1-
Fusionsprotein weitere Matrixkomponenten wie Retronektin und Fibronektin in die
Versuche eingefuhrt werden, um deren Wirkung in Kombination mit SCF-IgG1 auf
Leukamiezellen zu beobachten. Die Hersteller dieser Matrixfaktoren schlagen fur
deren Bindung einen neutralen pH-Bereich vor. Das folgende Experiment sollte
daher zeigen, ob auch in PBS bei pH 7,4 eine dem basischen pH-Bereich
vergleichbare Bindung der Fangantikérper an die Plastikmatrix stattfindet (Abb.
13).

In geloster Form bewirkte IL-2 als natives Zytokin und als IL-2-IgG1-
Fusionsprotein eine dosisabhangige Proliferation der faktorabhéngigen CTLL-16-
Zellen (Abb. 13A). Das Maximum des [*H]-Thymidin-Einbaus war bei beiden
Molekulen vergleichbar und lag bei etwa 70.000 cpm. Die Linksverschiebung der
IL-2-1gG1-Kurve im Vergleich zur Kurve des IL-2 zeigt, dass das Fusionsprotein
bei gleicher Konzentration biologisch um den Faktor 5 wirksamer war als das
native Zytokin. Die Proliferation nach dem Herauswaschen des nativen IL-2
entsprach annahernd der Basisproliferation (Hintergrund-[*H]-Thymidin-Einbau-
rate) von CTLL-16 ohne Zytokin-Zugabe (92 £ 19 cpm versus 58 + 11 cpm; Abb.
13B + 13C).
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Abb. 13: Proliferation von CTLL-16-Zellen mit geldstem und matrix-
gebundenem IL-2-1gG1

Zellkulturplatten wurden mit IL-2-I9G1 (schwarze Symbole) bzw. IL-2 (weil3e
Symbole) inkubiert. Das IL-2-1gG1 lag (A) in geléster Form im Kulturmedium vor
oder war Uber einen IgG1(Fc)-spezifischen Fangantikorper (B) in PBS bei pH 7,4
bzw. (C) in TrisHCI bei pH 9,5 an die Plastikmatrix der Zellkulturplatten gebunden.
Nach Bindung der Fangantikbrper wurden die Platten grindlich mit Medium
ausgewaschen. Als Kontrolle diente natives IL-2, mit welchem ebenso verfahren
wurde. Jede der Mikrokulturen wurde abschlieRend mit 1 x 10* CTLL-16-Zellen
tiber 24 h inkubiert. Die Proliferation der Zellen wurde durch [*H]-Thymidin-Einbau
in den letzten 4 h der Inkubationszeit mit 0,5 pCi [*H]-Thymidin pro Mikrokultur
bestimmt. Jeder Punkt steht fiir den Mittelwert (+ SD) des [*H]-Thymidin-Einbaus
aus 3 Mikrokulturen.

Nach der Matrixbindung des IL-2-1gG1 proliferierten die CTLL-16-Zellen ebenfalls
konzentrationsabhangig mit einem zum gel6sten Molekul vergleichbaren Maxi-
mum des [*H]-Thymidin-Einbaus um 60.000 cpm. Vergleicht man die Bindung des
Fangantikérpers im neutralen Bereich bei pH 7,4 (Abb. 13B) mit der Antikdrper-
bindung im basischen Milieu bei pH 9,5 (Abb. 13C), so zeigt sich, dass der
Fangantikérper im neutralen pH-Bereich ebenso effektiv an die Plastikmatrix
gebunden werden konnte wie unter basischen Bedingungen (52.363 + 4.815 cpm
bei pH 7,4 versus 54.842 + 4.468 cpm bei pH 9,5; jeweils bei einer Konzentration
von 100 U/Mikrokultur IL-2-1gG1).
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3.3 Gestaltdnderung von CS-1-Zellen durch matrixgebundenes SCF-IgG1

Die c-kit" CS-1-Zellen kdnnen mit dem matrixgebundenem SCF-IgG1-Fusions-

protein an eine Plastikoberflache binden. Diese Adhé&sion fiihrt zu einer Gestalt-
anderung der Zellen (Abb. 14).

Abb. 14: Gestaltanderung von CS-1-Zellen durch matrixgebundenes
SCF-lgG1

CS-1-Zellen wurden mit 100 ng/Mikrokultur SCF-IgG1, das (A) geldst im Medium
vorlag oder (B) Uber einen Fc-spezifischen Fangantikorper an die Plastikmatrix
gekoppelt worden war, inkubiert. Nach 8 Stunden wurden die Zellen im
Phasenkontrastmikroskop fotografiert (OriginalvergréRerung x 80).

In Gegenwart von plastikgekoppeltem SCF-IgG1 anderte ein Teil der CS-1-Zellen
ihre Gestalt. Wahrend im ungebundenen Zustand alle Zellen kugelférmig waren
(Abb. 14A), wurden circa 20% der Zellen in Gegenwart von matrixgebundenem
SCF-IgG1 spindelférmig (Abb. 14B). Diese Gestaltanderung konnte Ausdruck der
Uber die Rezeptor-Ligand-Interaktion von c-kit und dem plastikgebundenen SCF-
IgG1-Fusionsprotein vermittelten Adhasion der Zellen sein.
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3.4 Effekte von SCF und SCF-lgG1 sowie von Fibronektin und Retronektin
auf die Proliferation der Leukamiezelllinie CS-1

3.4.1 SCF sowie geldstes und matrixgebundenes SCF-IgG1

Im folgenden Experiment wurde untersucht, wie SCF bzw. SCF-IgG1 in geldster
und matrixgebundener Form ohne Zugabe weiterer Matrixkomponenten die Proli-
feration von CS-1-Zellen beeinflusst (Abb. 15).
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Abb. 15: Proliferation von CS-1-Zellen mit SCF und mit geldstem sowie
matrixgebundenem SCF-IgG1

Mikrokulturen mit 2 x 10* CS-1-Zellen wurden in Zellkulturplatten mit SCF (weiRe
Symbole) bzw. SCF-IgG1 (schwarze Symbole) fir 72 h inkubiert. Bei (A) lagen
SCF bzw. SCF-IgG1 gel6st im Medium vor. Bei (B) wurden die Zellkulturgefalie
mit einem Fc-spezifischen Fangantikérper und anschlieend mit SCF bzw. SCF-
IgG1 inkubiert. Danach wurden die Platten grindlich mit Medium ausgewaschen.
Die Proliferation der Zellen wurde durch [*H]-Thymidin-Einbau in den letzten 4 h
der Inkubationszeit mit 0,5 pCi [*H]-Thymidin pro Mikrokultur bestimmt. Jeder
Punkt steht fir den Mittelwert (+ SD) des [°H]-Thymidin-Einbaus aus 6
Mikrokulturen.
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Der geldste SCF steigerte dosisabhangig die Proliferation der CS-1-Zellen (73.224
*+ 8.544 cpm bei 30 ng/Mikrokultur SCF (Abb. 15A) versus 28.871 + 5.154 cpm
ohne SCF). Wurde die Zellkulturplatte mit einem Fangantikorper prainkubiert,
anschlieend SCF hinzupipettiert und die Platte nach 2 Stunden gewaschen, kam
es im Vergleich zur Kultur ohne SCF zu keiner signifikanten Proliferations-
steigerung der Zellen (35.041 + 4.233 cpm bei 30 ng/Mikrokultur SCF (Abb. 15B).
Der native rekombinante SCF konnte aufgrund der nicht vorhandenen IgG1-
Komponente nicht an den IgGl-spezifischen Fangantikbrpern binden und war
durch die Waschschritte aus den Kulturgefal3en gespult worden. Auch das im
Kulturmedium geléste SCF-IgG1 steigerte konzentrationsabhangig die Prolifera-
tion der CS-1-Zellen. Im Bereich einer gesattigten Zytokin-Konzentration
(> 50 ng/Mikrokultur SCF bzw. SCF-IgG1) war das Plateau des [*H]-Thymidin-
Einbaus bei den durch SCF stimulierten Zellen circa 30 % niedriger als bei den mit
gelostem SCF-IgG1 kultivierten Zellen (85.646 + 3.401 cpm mit 75 ng/Mikrokultur
SCF-IgG1 versus 59.028 + 6.722 cpm mit 60 ng/Mikrokultur SCF (Abb. 16)).
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Abb. 16: Vergleich der Proliferation von CS-1-Zellen nach Inkubation mit
geléstem SCF und SCF-IgG1

Mikrokulturen mit CS-1-Zellen wie bei Abb. 15 beschrieben. Jeder Balken steht fur
den Mittelwert (+ SD) des [*H]-Thymidin-Einbaus aus 6 Mikrokulturen (p mit
Wilcoxon-Test fur ungepaarte Rangsummen).
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Wurde das SCF-IgG1-Fusionsprotein in Kulturgefal3e hinzupipettiert, welche mit
einem Fangantikorper vorinkubiert worden waren, so konnte dieses im Gegensatz
zum SCF uber seinen IgG1-Teil an den Fangantikdrpern binden. Bei séttigenden
Konzentrationen (150 ng/Mikrokultur) zeigte sich, dass das matrixgebundene
SCF-IgG1 eine signifikant schwachere Wirkung auf die Proliferation der CS-1-
Zellen entfaltete als das im Kulturmedium geléste SCF-IgG1 (87.817 + 3.343 cpm
mit 150 ng/Mikrokultur geldstem SCF-IgG1 versus 47.839 + 5.294 cpm mit 150
ng/Mikrokultur matrixgebundenem SCF-IgG1 (Abb. 17)).
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Abb. 17: Vergleich der Proliferation von CS-1-Zellen nach Inkubation mit
geléstem und matrixgebundenem SCF-lgG1

Mikrokulturen mit CS-1-Zellen wie bei Abb. 15 beschrieben. Jeder Balken steht fur
den Mittelwert (+ SD) des [*H]-Thymidin-Einbaus aus 6 Mikrokulturen (p mit
Wilcoxon-Test fur ungepaarte Rangsummen).

- 58 -



3.4.2 Fibronektin und Retronektin

In den folgenden Versuchen wurde betrachtet, wie sich die Matrixkomponente
Fibronektin und das daraus abgeleitete Retronektin ohne Zugabe von SCF bzw.
SCF-IgG1 auf die Proliferation der AML-Zelllinie CS-1 auswirken (Abb. 18).
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Abb. 18: Proliferation von CS-1-Zellen mit Fibronektin bzw. Retronektin

Die Mikrokulturplatten wurden mit Fibronektin (A) bzw. Retronektin (B) in
unterschiedlichen Konzentrationen (schwarze Balken) vorbehandelt. Als Kontrolle
dienten Platten ohne Fibronektin bzw. Retronektin (weil3e Balken). Jede
Mikrokultur wurde mit 10* CS-1-Zellen tiber 72 h inkubiert. Die Proliferation der
Zellen wurde durch [*H]-Thymidin-Einbau in den letzten 4 h der Inkubationszeit mit
0,5 pCi [*H]-Thymidin pro Mikrokultur bestimmt. Jeder Balken steht fiir den
Mittelwert (+ SD) des [*H]-Thymidin-Einbaus aus 6 Mikrokulturen (p mit ANOVA
und anschlie3enden t-Tests nach Bonferroni).

Es zeigte sich, dass die Zugabe von Fibronektin die Proliferation der CS-1-Zellen
signifikant hemmt (22.823 + 2.546 cpm ohne Fibronektin versus 11.668 + 3.643
cpm mit 5 pg/Mikrokultur Fibronektin (Abb. 18A)). Das Ausmal} der proliferations-
hemmenden Wirkung des Fibronektins schien von dessen Konzentration abhéngig
zu sein (17.941 + 2.215 cpm mit 1,25 pg/Mikrokultur Fibronektin versus 11.827 +
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3.497 cpm mit 2,5 pg/Mikrokultur Fibronektin (Abb. 18A)). Auch bei der Zugabe
von Retronektin zeigte sich eine signifikante Hemmung der Zellproliferation
(25.745 £ 1.160 cpm ohne Retronektin versus 13.944 + 2.859 cpm mit 5 pg/Mikro-
kultur Retronektin (Abb. 18B)).

Abschlielend wurde das Ausmald des proliferationshemmenden Effekts von
Fibronektin und Retronektin verglichen (Abb. 19).
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Abb. 19: Vergleich des maximalen inhibitorischen Effekts von Fibronektin
und Retronektin

Mikrokulturen wie bei Abb. 18 beschrieben. Die Balken zeigen das Ausmald des
proliferationshemmenden Effekts in Prozent (x SD) der Basisproliferation ohne
Fibronektin bzw. Retronektin (= 100%).

Fibronektin und das leichter zu verarbeitende Fibronektin-Fragment Retronektin
zeigten einen vergleichbaren hemmenden Effekt auf die Proliferation unstimulier-
ter CS-1-Zellen (Inhibitorischer Effekt 45,61 + 13,82 % bei 5,0 pg/Mikrokultur
Fibronektin versus 46,24 + 16,43 % bei 5,0 pg/Mikrokultur Retronektin, jeweils im
Vergleich zur Kontrolle ohne Fibronektin bzw. Retronektin (Abb. 19)).
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3.4.3 SCF in Kombination mit Fibronektin und Retronektin

Im folgenden Experiment wurde betrachtet, ob die Matrixkomponenten Fibronektin
und Retronektin auch dann die Proliferation von CS-1-Zellen hemmen kdnnen,
wenn diese simultan durch l6éslichen SCF stimuliert werden (Abb. 20). Um die
Ergebnisse besser beurteilen zu kénnen, wurde fir diesen Versuch eine fixe
SCF-Konzentration aus dem Plateaubereich der Proliferationskurve gewahlt
(100 ng/Mikrokultur SCF; vgl. Abb. 15A).
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Abb. 20: Proliferation von CS-1-Zellen mit 16slichem SCF in Kombination mit
Fibronektin bzw. Retronektin

Die Mikrokulturplatten wurden mit Fibronektin (A) bzw. Retronektin (B) in
unterschiedlichen Konzentrationen (schwarze Balken) vorbehandelt. Als Kontrolle
dienten Platten ohne Fibronektin bzw. Retronektin (weil3e Balken). Nach der
Blockierung unspezifischer Bindungen wurde geldstes SCF in einer Konzentration
von 100 ng/Mikrokultur in die Mikrokulturen pipettiert. (C) zeigt die Medium-
kontrolle ohne SCF und Fibronektin bzw. Retronektin. Jede Mikrokultur wurde mit
10* CS-1-Zellen tiber 72 h inkubiert. Die Proliferation der Zellen wurde durch [*H]-
Thymidin-Einbau in den letzten 4 h der Inkubationszeit mit 0,5 pCi [*H]-Thymidin
pro Mikrokultur bestimmt. Jeder Balken steht fiir den Mittelwert (+ SD) des [*H]-
Thymidin-Einbaus aus 6 Mikrokulturen (p mit ANOVA und anschliel3enden t-Tests
nach Bonferroni).
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Wie bereits in vorhergehenden Versuchen beobachtet, fihrten 100 ng/Mikrokultur
l6slicher SCF zu einer Erhdhung der Proliferationsrate der CS-1-Zellen (22.823 +
2.546 cpm ohne SCF (Abb. 20C) versus 40.854 + 3.541 cpm mit 100 ng/Mikro-
kultur SCF (Abb. 20A)). Wurden die Zellen zusatzlich zum SCF auch mit
plastikgebundenem Fibronektin inkubiert, wurde die Zellproliferation im Vergleich
zur Proliferation ohne Matrixkomponenten signifikant gehemmt (40.854 + 3.541
cpm mit SCF ohne Fibronektin versus zu 22.758 = 5.386 cpm mit SCF und 2,5
pg/Mikrokultur Fibronektin (Abb. 20A)). Ein vergleichbarer ebenfalls konzentra-
tionsabhangiger Effekt zeigte sich auch, wenn statt des Fibronektins das
Fibronektin-Fragment Retronektin in Gegenwart des SCF verwendet wurde
(30.065 £ 2.319 cpm mit SCF ohne Retronektin versus 18.644 + 3.027 cpm mit
SCF und 5,0 pg/Mikrokultur Retronektin (Abb. 20B)).

Die folgende Abbildung zeigt einen Vergleich der maximalen proliferations-
hemmenden Wirkung der beiden Matrixfaktoren Fibronektin und Retronektin auf
SCF-stimulierte CS-1-Zellen (Abb. 21).
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Abb. 21: Vergleich des maximalen inhibitorischen Effekts von Fibronektin
und Retronektin in Kombination mit SCF

Mikrokulturen mit CS-1-Zellen wie bei Abb. 20 beschrieben. Die Balken zeigen das
Ausmall des maximalen proliferationshemmenden Effekts von Fibronektin bzw.
Retronektin in Prozent (x SD) im Vergleich zum Leerwert ohne Fibronektin bzw.
Retronektin (= 100%).
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Sowohl Fibronektin als auch Retronektin konnten in vergleichbarem Mal3e die
durch geléstes SCF stimulierte Proliferation der CS-1-Zellen partiell hemmen
(Maximaler inhibitorischer Effekt 32,79 + 20,00 % bei Fibronektin versus 27,11 +
15,26 % bei Retronektin, jeweils im Vergleich zur Kontrolle mit 100 ng/Mikrokultur
SCF ohne Fibronektin bzw. Retronektin (Abb. 21)). Allerdings konnte durch diese
Hemmwirkung das Proliferationsniveau der CS-1-Zellen nicht unter die Basis-

proliferation unstimulierter Zellen gesenkt werden.

-63-



3.4.4 Gelostes und matrixgebundenes SCF-IgGl in Kombination mit

Fibronektin und Retronektin

Die vorausgehenden Experimente zeigten, dass SCF-IgG1 in matrixgebundener
Form eine geringere proliferationssteigernde Wirkung auf die Zellen der Zelllinie
CS-1 ausibt als das Molekil in seiner gelésten Form. Im folgenden Versuch
wurde untersucht, ob die Zugabe von Fibronektin den inhibitorischen Effekt der
Matrixbindung von SCF-IgG1l auf die Proliferation der CS-1-Zellen weiter
verstarken kann (Abb. 22).
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Abb. 22: Hemmung der Proliferation von CS-1-Zellen durch matrix-
gebundenes SCF-IgG1 in Kombination mit Fibronektin

Die Mikrokulturplatten wurden mit Fibronektin (schwarze Balken) allein (A) bzw.
zusatzlich mit GAH (B, C) inkubiert. Als Kontrolle dienten Platten ohne Fibronektin
(weil3e Balken). Nach der Blockierung unspezifischer Bindungen wurden 100
ng/Mikrokultur SCF-1gG1 (A, B, C) in die Mikrokulturen pipettiert. In (C) wurden die
Mikrokulturen nach der Inkubation grindlich gespilt. (D) zeigt die Mediumkontrolle
ohne SCF-IgG1 und Fibronektin. Jede Mikrokultur wurde mit 10* CS-1-Zellen ber
72 h inkubiert. Die Proliferation der Zellen wurde durch [*H]-Thymidin-Einbau in
den letzten 4 h der Inkubationszeit mit 0,5 pCi [*H]-Thymidin pro Mikrokultur
bestimmt. Jeder Balken steht fiir den Mittelwert (+ SD) des [*H]-Thymidin-Einbaus
aus 6 Mikrokulturen (p mit ANOVA und anschlieRenden t-Tests nach Bonferroni).
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Fur die bessere Vergleichbarkeit der Ergebnisse wurde wie im vorausgegangenen
Versuch mit SCF auch fur diesen Versuch eine fixe Konzentration von 100
ng/Mikrokultur SCF-1gG1 gewabhlt.

Erneut konnte beobachtet werden, dass SCF-IgGl in geléster Form die
Proliferation der CS-1-Zellen steigert. Das matrixgebundene SCF-IgG1l alleine
erhohte zwar auch die Proliferationsrate der CS-1 Zellen, allerdings erreichte das
Maximum des [*H]-Thymidin-Einbaus lediglich 55 % im Vergleich zum Maximum
des gelosten Molekils (32.353 + 4.339 cpm mit matrixgebundenem SCF-IgG1
(Abb. 22C) versus 58.349 + 4.462 cpm mit SCF-IgG1 in Losung (Abb. 22A)).

Die Kombination von SCF-IgG1 mit Fibronektin reduzierte das Maximum des [*H]-
Thymidin-Einbaus noch weiter. Das Ausmal dieses proliferationshemmenden
Effekts war abhangig davon, ob das SCF-IgG1l geldst im Medium (Abb. 22A),
geldst und matrixgebunden (Abb. 22B) oder ausschlief3lich matrixgebunden (Abb.
22C) vorlag. Die starkste Inhibition wurde bei ausschlie3licher Matrixbindung
beider Liganden beobachtet. Der kombinatorische Hemmeffekt von SCF-IgG1 und
Fibronektin war statistisch signifikant und lag zwischen p < 0,1 und p < 0,001. Die
Starke der proliferationshemmenden Wirkung des Fibronektins war von dessen
Konzentration abhangig. Mit der Kombination aus matrixgebundenem SCF-lgG1
und Fibronektin liel3 sich die Proliferationsrate der CS-1-Zellen unter deren
Basisproliferation senken (10.570 + 2.750 cpm mit 100 ng/Mikrokultur matrix-
gebundenes SCF-IgG1l und 2,5 pg/Mikrokultur Fibronektin (Abb. 22C) versus
22.823 = 2.546 cpm Leerwert ohne SCF-IgG1 und Fibronektin (Abb. 22D)). Dies
bedeutet funktionell eine Umkehrung des proliferationsférdernden Effektes von
SCF-IgG1.

Im folgenden Versuch wurde untersucht, ob fur den proliferationshemmenden
Effekt das gesamte Fibronektin-Molekil notwendig ist, oder ob auch Retronektin,
das humane Fibronektin-Fragment CH-296, einen vergleichbaren Effekt auf die

Leukamiezellen zeigt (Abb. 23).
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Abb. 23: Hemmung der Proliferation von CS-1-Zellen durch matrix-
gebundenes SCF-IgG1 in Kombination mit Retronektin

Die Mikrokulturplatten wurden mit Retronektin (schwarze Balken) allein (A) bzw.
zusatzlich mit GAH (B, C) inkubiert. Als Kontrolle dienten Platten ohne Retronektin
(weil3e Balken). Nach der Blockierung unspezifischer Bindungen wurden jeweils
100 ng SCF-IlgG1 (A, B, C) in die Mikrokulturen pipettiert. In (C) wurden die
Kulturplatten nach der Inkubation griindlich gespiilt. (D) zeigt die Mediumkontrolle
ohne SCF-IgG1 und Retronektin. Jede Mikrokultur wurde mit 10* CS-1-Zellen tiber
72 h inkubiert. Die Proliferation der Zellen wurde durch [*H]-Thymidin-Einbau in
den letzten 4 h der Inkubationszeit mit 0,5 pCi [*H]-Thymidin pro Mikrokultur
bestimmt. Jeder Balken steht fiir den Mittelwert (+ SD) des [*H]-Thymidin-Einbaus
aus 6 Mikrokulturen (p mit ANOVA und anschlie3enden t-Tests nach Bonferroni).

Analog zu den Experimenten mit Fibronektin zeigte sich, dass auch Retronektin in
Kombination mit SCF-IgG1 die Proliferation der CS-1-Zellen signifikant hemmen
kann. Dieser Effekt war unabhangig davon, ob das SCF-IgG1 den Zellen geldst im
Medium (Abb. 23A), gelést und matrixgebunden (Abb. 23B) oder ausschliel3lich
gebunden an die Plastikmatrix der Zellkulturgefal3e (Abb. 23C) préasentiert worden
war. Durch die Kombination von matrixgebundenem SCF-IgG1l mit Retronektin
konnte vergleichbar zu den Versuchen mit Fibronektin das Proliferationsniveau der
CS-1-Zellen unter deren Basisproliferation abgesenkt werden (8.701 £+ 670 cpm
mit 100 ng/Mikrokultur matrixgebundenem SCF-IlgG1 und 2,5 pg/Mikrokultur
Retronektin (Abb. 23C) versus 25.745 %= 1.160 cpm ohne SCF-lgGl und
Retronektin (Abb. 23D)).
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Die folgende Darstellung vergleicht die proliferationshemmende Wirkung von SCF-
IgG1 in geldster und matrixgebundener Form in Kombination mit Fibronektin bzw.
Retronektin (Abb. 24).
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Abb. 24: Vergleich des maximalen inhibitorischen Effekts von geléstem und
matrixgebundenem SCF-IgG1 in Kombination mit Fibronektin bzw.

Retronektin
Mikrokulturen mit CS-1-Zellen wie bei Abb. 22 und Abb. 23 beschrieben. Die

Balken zeigen das Ausmald des maximalen proliferationshemmenden Effekts von
Fibronektin bzw. Retronektin in Kombination mit geléstem bzw. matrixgebunde-
nem SCF-IgGl in Prozent (+ SD; p mit Rangsummentest nach Wilcoxon fur
unverbundene Stichproben) im Vergleich zum Leerwert mit geléstem oder
matrixgebundenem SCF-IgG1 ohne Fibronektin bzw. Retronektin (= 100%).

Matrixgebundenes SCF-IlgG1 hemmte in Kombination mit Fibronektin signifikant
starker die Proliferation von CS-1-Zellen als das Molekdl in Losung (18,5% =+
10,1% Inhibition mit gelostem SCF-lgG1l versus 51,4% * 19,6% Inhibition mit
matrixgebundenem SCF-IgG1 (Abb. 24A)). Auch bei Verwendung von matrix-
gebundenem Retronektin statt des Fibronektins zeigte sich dieser inhibitorische
Effekt (26,6% = 16,8% Inhibition mit geléstem SCF-IgG1 und 60,1% = 12,5%
Inhibition mit matrixgebundenem SCF-IgG1 (Abb. 24B)).
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AbschlieRend wurde das Ausmall des maximalen inhibitorischen Effekts von

Fibronektin und Retronektin verglichen (Abb. 25).
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Abb. 25: Vergleich des maximalen inhibitorischen Effekts von Fibronektin
und Retronektin in Kombination mit matrixgebundenem SCF-lgG1
Mikrokulturen mit CS-1-Zellen wie bei Abb. 22 und Abb. 23 beschrieben. Die
Balken zeigen das Ausmald des maximalen proliferationshemmenden Effekts von
Fibronektin bzw. Retronektin in Prozent (£ SD; p mit Rangsummentest nach
Wilcoxon fur unverbundene Stichproben) im Vergleich zum Leerwert ohne SCF-
IgG1 und Fibronektin bzw. Retronektin (= 100%).

Das Fibronektin-Fragment Retronektin fihrte in Kombination mit matrixgebun-
denem SCF-IgG1 tendenziell zu einer starkeren Hemmung der Proliferation von
CS-1-Zellen als das native Fibronektin (43,4% * 18,8% Inhibition mit Fibronektin
versus 55,8% + 16,4% Inhibition mit Retronektin im Vergleich zum Leerwert ohne

SCF-IgG1 und Fibronektin bzw. Retronektin (p = 0,05) (Abb. 25)).
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