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Zusammenfassung
Die Wechselwirkung zwischen Tumorzellen und Thrombozyten unter laminaren FlieBbedingungen

Berger, Dominik Sebastian

Metastatische Ereignisse im Rahmen von Krebserkrankungen bedingen einen groBen Teil der
jéhrlichen Todesfille in Industrienationen. Die entscheidende Rolle von Thrombozyten bei der
Metastasenbildung konnte in den letzten Jahrzehnten immer weiter beleuchtet werden. So
begiinstigen sie die Invasion von Tumorzellen in BlutgefiBe, ihr Uberleben im Blutstrom und
schlieBlich auch die Ausbildung eines Sekundéartumors. Neben der schiitzenden Ummantelung der
im Blut zirkulierenden Tumorzellen (CTCs) lassen neuere Erkenntnisse zusétzlich die Aufnahme

von Thrombozyten durch CTCs als zugrunde liegenden Mechanismus vermuten.

In der vorliegenden Arbeit wurde ein FlieBinkubationssystem entwickelt, das es ermdglicht, die
Wechselwirkung von Tumorzellen und Thrombozyten unter laminaren FlieBbedingungen quantitativ
und qualitativ zu bestimmen. Dabei konnte gezeigt werden, dass Thrombozyten zunédchst dullerlich

an CTCs adhérierten, um im zeitlichen Verlauf von diesen internalisiert zu werden.

Tumorstammzellen (CSCs) wird eine besondere Bedeutung fiir den Metastasierungsprozess
zugeschrieben. Die in dieser Arbeit mittels Sphere-formation Assay gewonnen CSCs zeichneten sich
dadurch aus, mehr Thrombozyten in kiirzerer Zeit an sich binden zu kénnen. Eine Internalisierung

letzterer konnte bei ihnen jedoch kaum beobachtet werden.

P-Selektin ist maBgeblich an der Kontaktbildung zwischen Tumorzellen und Thrombozyten beteiligt.
Durch den Einsatz des niedermolekularen Heparins, Tinzaparin, konnte dieses Oberflédchenprotein
inhibiert werden. Der hemmende Effekt auf die Wechselwirkung mit Thrombozyten war sowohl bei

differenzierten Tumorzellen als auch Tumorstammzellen signifikant.

Aus dieser Arbeit geht hervor, dass Tumorzellen mit Thrombozyten unter FlieBbedingungen
P-Selektin-abhingig interagieren. Vor dem Hintergrund der damit einhergehenden Schutzwirkung
liel3 sich die besondere Rolle von Tumorstammzellen bei der Metastasierung erneut unterstreichen.
Aus der sowohl duBlerlichen Anheftung sowie Internalisierung der Blutpléttchen lassen sich wichtige
Schliisse auf Metastasierungs-fordernde Mechanismen ziehen, die als Grundlage zur Erforschung

antineoplastischer Therapiekonzepte dienen kdnnen.

Tag der miindlichen Priifung: 21.12.2021
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Einleitung

I Einleitung

1.1 Allgemeine Hintergrundinformationen

Der demografische Wandel stellt westliche Gesellschaften vor zahlreiche Herausforderungen. Mit
steigendem Alter der Bevolkerung nimmt auch die Haufigkeit von Krebserkrankungen zu. Krebs wird
definiert als eine Ansammlung von sich tiberméfig vermehrender Zellen, die sich der Regulierung des
Korpers entzogen haben (1). Die Weltgesundheitsorganisation (WHO) identifizierte in ihrem 2014
erschienenen World Cancer Report Tumorerkrankungen als die zweithdufigste Todesursache weltweit.
2012 starben acht Millionen Menschen an einem Tumorleiden oder an dessen Folgen.
Weitere 14 Millionen Neuerkrankte wurden im selben Jahr diagnostiziert. Schitzungen gehen davon

aus, dass die Zahl der Neuerkrankten bis 2025 auf 20 Millionen steigen wird (2).

In 90% der krebsbedingten Todesfille liegen eine oder mehrere Metastasen vor (3). Die Metastasierung
beschreibt den Prozess der Verschleppung vitaler Tumorzellen an eine vom Priméartumor entfernte Stelle
im Korper mit anschlieSender Ausbildung eines Sekundartumors (4). Mit dem Auftreten einer Metastase
verschlechtert sich die Prognose des Patienten zumeist erheblich. So dndert sich mit dem Nachweis von
Fernmetastasen die therapeutische Strategie von der lokalen operativen Entfernung und Bestrahlung des

Tumors mit kurativer Absicht hin zu systemischen Ansidtzen mit zumeist rein palliativer Intention (5).

Die Ausbildung von Fernmetastasen erfolgt {iber kanalikuldre Strukturen wie Lymph- (lymphogene
Metastasierung) und Blutgefifle (hdmatogene Metastasierung) (4). Die lymphogene Metastasierung
findet hierbei zumeist zeitlich frither statt und ist in der Regel mit einer besseren Prognose verbunden
als die hdmatogene. Seltener erfolgt die Metastasierung entlang serdéser Haute, iber

Sekretausfithrungsgénge, Atemwege oder iiber Biopsie-Stichkanile (6).

Der Fokus dieser wissenschaftlichen Arbeit liegt auf der himatogenen Metastasierung. Es handelt sich
hierbei um einen dynamischen Prozess, der mit dem Ausbruch einzelner Tumorzellen aus dem
Zellkollektiv beginnt. Durch die anschlieBende Invasion in ein angrenzendes Blutgefal3 gelangen sie ins
Blutsystem und werden von da an als zirkulierende Tumorzellen (CTCs) bezeichnet. Gelingt es der
Tumorzelle, das GefdB zu einem spéteren Zeitpunkt wieder zu verlassen (Extravasation), kann sie unter
den richtigen Bedingungen eine metastatische Nische etablieren und so das Wachstum eines

Sekundirtumors induzieren (6).

Jeder der oben beschriebenen Schritte stellt zahlreiche Herausforderungen an die metastasierende
Tumorzelle. Neben den durch den Blutstrom generierten biomechanischen Kréften, den Scherkréiften,
verursacht auch die Konfrontation mit dem menschlichen Immunsystem einen hohen Uberlebensdruck
fiir die CTCs. Es konnte gezeigt werden, dass insbesondere natiirliche Killerzellen (NKs) an ihrer
Elimination beteiligt sind (7). Man geht davon aus, dass nur 0,01% der Tumorzellen, die ihren

Zellverbund verlassen, am Ende einen Sekundéartumor ausbilden (8). Aktuelle Forschungsergebnisse
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zeigen jedoch, dass Tumorzellen bei der Metastasierung nicht auf sich allein gestellt sind. Bei jedem der

oben beschriebenen Schritte erhalten sie Hilfe durch korpereigene Thrombozyten (9).

1.2 Thrombozyten

Thrombozyten (Blutpldttchen) sind frei im Blut zirkulierende Zellen. Mit einem Durchmesser von
ungefdhr 3 um und einer Dicke von ungeféhr 1 um sind sie die kleinsten Himatozyten des menschlichen
Korpers. Sie entstehen durch Abschniirungen von Megakaryozyten, den grofiten Zellen im
Knochenmark. Thre Konzentration im Blut liegt zwischen 150.000 - 400.000 Zellen/ul. Bei niedrigeren
Werten spricht man von einer Thrombozytopenie und bei hoheren von einer Thrombozytose (10,11).
Thrombozyten zirkulieren etwa zehn Tage im Blutsystem, bis sie in Milz, Leber oder Lunge abgebaut
werden (12). Die Pléttchen verfiigen tiber keinen Zellkern und damit {iber keine genomische DNA. Sie
sind dafiir mit einem groBen Repertoire an messengerRNA (mRNA) und microRNA (miRNA)
ausgestattet, deren Funktion noch Gegenstand aktueller Forschung ist (13,14). Neben der gut
untersuchten Bedeutung der Thrombozyten fiir die Hadmostase wird ihre Rolle in pathophysiologischen
Prozessen immer weiter erforscht. Hierzu zdhlen Entziindungsreaktionen, die Atherogenese, die

antimikrobielle Abwehr sowie die Tumorprogression (15).

[.2.1 Thrombozytire Oberfldchenproteine

Die thrombozytire Zellmembran ist mit zahlreichen Rezeptoren ausgestattet, darunter Glykoproteine
(GP Ib/IX/V, Toll-like Rezeptoren und Integrine wie omPs (GPIIb/Ila), axPi, asPi, asPi, ovps),
G-Protein gekoppelte Rezeptoren (PAR-1 und PAR-4 Thrombin-Rezeptoren, P2Y; und P2Y, ADP-
Rezeptoren, TPo und TPP TxA,-Rezeptoren), Proteine aus der Immunglobulin-Superfamilie (GPVI und
FcyRIIA), C-Typ-Lektin-Rezeptoren  (P-Selektin), Tyrosinkinase-Rezeptoren (Thrombopoetin-
Rezeptor) und vielen weiteren (CD63, CD36, P-selectin ligand 1 (PSGL-1), TNF receptor
type etc.) (10,16).

1.2.2 Thrombozytire Granula

Im Zytoplasma der Thrombozyten finden sich, neben Mitochondrien, Lysosomen, Peroxisomen und
dem Zytoskelett, o-Granula und 6-Granula (elektronendichte  Granula). Dies sind
Thrombozyten-spezifische Speicher. Die a-Granula enthalten hdmostatisch relevante Proteine wie
Plattchenfaktor, Thrombospondin, vWF, PECAM-1, P-Selektin, -Thromboglobulin, platelet derived
growth factor, diverse Gerinnungsfaktoren (FV, FIX, FXIII) und eine Reserve an GPIIb/Illa. Die
0-Granula enthalten Nukleotide (Adenosin Di- und Triphosphat (ADP und ATP)), Serotonin, Histamin,
Pyrophosphate und Calcium (10,16). Eine Sonderstellung nehmen die auch als Lysosomen bezeichneten
A-Granula ein, die, gefillt mit thrombozytdren Enzymen, entscheidend zum zelluldren Stoffwechsel
beitragen (17). Unter Aktivierung der Thrombozyten kommt es zur Ausschiittung der Granula. Dies
kann durch ihre Fusion mit dem offenen kanalikuldren System der Blutplattchen geschehen oder durch

ihre direkte Verschmelzung mit der Zellmembran (15,18,19).
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[.2.3 Platelet-derived Microparticels

Nahezu alle eukaryotischen Zellen kdnnen bei hinreichender Stimulation oder im Rahmen der Apoptose
Mikropartikel sezernieren (20,21). Es wird angenommen, dass 2/3 der im Blut befindlichen
Mikropartikel den Thrombozyten entstammen (22). Diese konnen zwei Arten dieser Vesikel
freisetzen: 1) Exosomen haben einen Durchmesser von 40 nm - 100 nm, werden durch Exozytose
sezerniert und sind primdr an der Immunantwort beteiligt (23). 2) Die 100 nm - 1 pm groflen
platelet-derived microparticles (PDMPs) entstehen durch Membranabschniirungen (24). Garcia et al.
konnten bei Untersuchungen des Proteoms der PDMPs 578 verschiedene Proteine, darunter P-Selektin,
GPIIb/Illa und GPIba, nachweisen (24,25). Dariiber hinaus enthalten PDMPs genetisches Material in
Form thrombozytdrer mRNA und miRNA.

1.2.4 Die Hamostase

Thrombozyten sind die Hauptakteure der Himostase. Dieser komplexe Prozess dient der Blutstillung
und damit der Vorbeugung grof3er Blutverluste nach Gewebsverletzungen. Er umfasst die anfangliche
Vasokonstriktion — vermittelt durch freigesetztes Serotonin und Thromboxan (TxA2) —, die Adhésion
und Aggregation aktivierter Thrombozyten an der Lésionsstelle und zuletzt die Bildung eines festen
Fibrinnetzes. Der hierbei entstehende Thrombus sorgt physiologischerweise fiir einen sicheren
Verschluss der GefiBldsion (15). Die Fahigkeit der Thrombozyten, an defekten GefédBwandabschnitten
zu adhérieren und Aggregate zu bilden, wurde bereits im 19. Jahrhundert durch Bizzozero

beschrieben (26).

In der Literatur wird die Thrombusbildung haufig in drei Phasen eingeteilt: In der Initiationsphase
arretieren erste Thrombozyten an dem freigelegten Subendothelium unter Bildung eines Monolayers.
AnschlieBBend kommt es zur Rekrutierung und Aktivierung weiterer Thrombozyten durch die lokale
Freisetzung diverser Agonisten (Extensionsphase). Wiahrend der Stabilisationsphase sorgen
Quervernetzungen der Thrombozyten untereinander und die Verdichtung des Gerinnsels fiir die Bildung

eines festen Thrombus (11,16,17).

1.2.4.1 Initiationsphase

Aufgrund ihrer Beschaffenheit im Blutstrom finden sich in den wandnahen Bereichen des Gefa3es zwei-
bis dreifach hohere Konzentrationen an Blutpléttchen als im Zentrum (11). Dieser Umstand gestattet
ihnen das Abtasten des Endothels auf Schidden. Beim Vorliegen einer GefaBlasion werden extrazelluldre
Matrix-Komponenten freigelegt. Thrombozyten konnen direkt oder indirekt iiber ein Bindeprotein an
diese  adhédrieren. Zu den relevanten Liganden zdhlen insbesondere  Kollagen,
Von-Willebrand-Faktor (vWF), Laminin, Fibronektin und Thrombospondin. Die Beteiligung der
verschiedenen Bindeproteine ist abhéngig von den herrschenden rheologischen Bedingungen. So erfolgt
die Adhésion bei niedrigen Scherkriften — wie sie in vendsen Geféflen oder grolen Arterien vorzufinden

sind — iiber Laminin, Fibronektin oder direkt an Kollagen Typ I und Typ IIl. In kleineren oder
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arteriosklerotisch verschlossenen Gefd3en findet eine vWF-vermittelte Adhésion statt (17). Dieses in
Megakaryozyten, Endothelzellen und auch Thrombozyten produzierte Bindeprotein zeigt eine
besonders hohe Affinitdt gegeniiber Kollagen Typ I, III und IV. Frei im Blut flottierend, liegt vVWF in
einer zusammengefalteten Form vor. Erst durch den Kontakt zu subendothelialen Kollagenfasen in
Verbindung mit hohen Scherkréaften kommt es zu seiner Konformationsédnderung, die die Bindung von
Thrombozyten ermoglicht. Diese findet iiber GPIb,, einem Teil des GPIb/IX/V-Komplexes, statt (27).
Eine intrazelluldre Signalkaskade fiihrt anschlieBend zur Aktivierung des thrombozytiren
GPIIb/Illa-Rezeptors, der durch weitere Bindungen mit dem vWF eine irreversible Adhésion

ermdoglicht (10).

1.2.4.2 Extension

Die initiale Adhésion erster Thrombozyten an der Lésionsstelle hat ihre Aktivierung zur Folge. Diese
geht mit ihrer Forménderung, der gesteigerten Fahigkeit, Bindungen untereinander auszubauen und ihrer
Degranulation mit para- und autokrinen Effekten einher. So wird eine Kaskade angestofien, die die
Rekrutierung und Aktivierung weiterer Thrombozyten zur Folge hat (17). Hierbei sind insbesondere
ADP, Plittchenfaktor, Thromboxan A; (10), Matrix-Metalloprotease-2 (MMP-2) (28) sowie Epinephrin

und Thrombin (16) relevant.

ADP bindet an die G-Protein-gekoppelten Rezeptoren P2Y; und P2Y, und 16st so zahlreiche
Aktivierungsereignisse, wie den intrazelluliren Ca?*-Anstieg, die TxA,-Synthese, die zellulire
Forménderung, die Degranulation und die Aktivierung von GPIIb/Illa aus. Elektronendichte Granula
stellen den groBten Speicher fiir ADP dar und somit maBgeblich an der Hamostase beteiligt. Der in der
klinischen Praxis héufig verwendete Thrombozytenaggregationshemmer Clopidogrel setzt an diesen

Rezeptoren an (15,29).

TxA, wird in aktivierten Blutpldttchen durch die Cyclooxygenase (COX) und die TxA,-Synthase
gebildet und ist ein potenter Vasokonstriktor und Thrombozyten-Agonist. Seine Wirkung wird liber den
TxA,-Rezeptor vermittelt (30). In iiberméBiger Form produziert, ist TxA: oft mit der Pathogenese
thrombotischer Ereignisse, wie Myokardinfarkten, Lungenembolien und instabiler Angina Pectoris
vergesellschaftet (31). Im klinischen Alltag wird Aspirin aufgrund seines hemmenden Effekts auf die

COX und damit die TxA»-Produktion bei kardiovaskuléren Risikopatienten eingesetzt (32).

Der potenteste Pléttchen-Agonist ist die Serin-Proteinase Thrombin. Sie wird im Rahmen der humoralen
Gerinnungskaskade aus ihrer frei im Plasma zirkulierenden inaktiven Form, dem Prothrombin, gebildet.
Dies geschieht primér liber den ,,Prothrombinase“-Komplex, bestehend aus den Gerinnungsfaktoren
FVa und FXa. Thrombin sorgt {iber einen positiven Feedback-Mechanismus fiir die Steigerung der
Gerinnungskaskade, katalysiert die Umwandlung von Fibrinogen zu Fibrin und wirkt aulerdem als

hochpotenter Thrombozyten-Aktivator (33). Seine Wirkung an Thrombozyten selbst entfaltet er primér
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iiber Protease-aktivierte Rezeptoren (PARs) (34). Dabei wird dem PAR-1 eine besondere Bedeutung bei

der Aktivierung humaner Thrombozyten zugesprochen (15).

Unter der Aktivierung kommt es durch die Depolymerisation der Mikrotubuli bei gleichzeitiger
Polymerisation der Aktinfilamente zu einer Forménderung der Thrombozyten mit Ausbildung kleiner
Ausldufer, der sogenannten Pseudopodien. Diese erméglichen eine Verzahnung der Thrombozyten

untereinander und somit eine stabile Aggregation (10).

Wie eingangs beschrieben wird im Rahmen der Pléttchenaktivierung durch ein inside-out signaling die
Konformationsdnderung von GPIIb/IIla ausgeldst. Dieses wandelt sich dadurch zu einem hochaffinen
Rezeptor fiir vWF und Fibrinogen und gestattet so die Bildung stabiler Briicken zwischen den
Thrombozyten untereinander und zur subendothelialen Matrix an der Lésionsstelle (35). GPIIb/Ila ist
mit 40.000-80.000 Kopien das am haufigsten vertretene Oberflichenprotein auf der thrombozytiren
Membran. Dadurch ist die Voraussetzung fiir grofle Plattchenaggregate gegeben (15,16).

1.2.4.3 Stabilisation

In der Stabilisationsphase stehen die Thrombozyten bereits in engem Kontakt zueinander. Die
Zell-Zell-Absténde liegen unter 50 nm, sodass die Konzentration parakriner Botenstoffe interzellular
stark ansteigt und der Informationsaustausch uneingeschrinkt stattfinden kann (16). Prozesse zur
Verdichtung und weiteren Stabilisation des Gerinnsels stehen nun im Vordergrund. Diese werden
insbesondere durch die Wirkung von Fibrinogen an GPIIb/Illa stimuliert. Die Formation eines
Fibrinnetzes bildet den letzten Schritt der Himostase und sorgt fiir die Entstehung eines stabilen
Thrombus. Der Gewebefaktor (TF) wirkt agonistisch auf diesen Vorgang (36). Er wird iber
Mikropartikel zum Thrombus herangetragen. Diese sind mit dem P-selectin glycoprotein
ligand 1 (PSGL-1) ausgestattet, der es ihnen ermdglicht, an das thrombozytdre P-Selektin zu binden.
In vivo-Experimente mit P-Selektin-knockdown Mausen zeigten, dass TF im Thrombus kaum

nachgewiesen werden konnte und die Bildung des Fibrinnetzes deutlich eingeschrankt war (37).

P-Selektin (Thrombozyten-Selektin) ist ein Zelladhdsionsmolekiil, das vor allem in den a-Granula der
Thrombozyten und den Weibel-Palade Korperchen der Endothelzellen gebildet und gespeichert wird.
Unter ausreichend starker Pléttchen-Aktivierung, beispielsweise durch Thrombin, wird es an der
Zelloberfldche exponiert und ist dann mafgeblich an der Himostase beteiligt. Die Wechselwirkung des
P-Selektins mit seinem Liganden PSGL-1 ist hierbei am besten erforscht. Es ist insbesondere an der
Rekrutierung von Leukozyten und der Bereitstellung von Gewebefaktor beteiligt (38). Thrombozyten
konnen P-Selektin-vermittelt tiber die Endothelzellschicht rollen und diese auf Defekte abtasten. Der
thrombozytire GPIb/IX/V-Komplex konnte ebenfalls als Gegenrezeptor fiir P-Selektin identifiziert

werden. Er ermoglicht somit auch Bindungen zwischen den Thrombozyten untereinander (39).
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[.2.5 Mechanismen zur Verhinderung ungewollter Plittchenaktivierung

Ungewollte und tiiberschieBende Thrombozyten-Reaktionen konnen fatale Konsequenzen fiir den
Organismus in Form thromboembolischer Ereignisse nach sich ziehen (17). Es existieren negative
Feedback-Mechanismen, um diese zu verhindern. Inaktive Thrombozyten produzieren inhibitorisch
wirkendes Stickstoffmonoxid (NO), MMP-9 und tissue inhibitor of matrix-metalloproteinase-4
(TIMP-4) (28,40). Endothelzellen ihrerseits sezernieren ebenfalls NO und Prostacyclin (PGIL,) (41).
Dariiber hinaus exprimieren sie auf ihrer Membran CD39, eine Ektonuklease aus der Gruppe der

ATPasen, diec ADP spaltet und auf diese Weise die Plattchenaktivierung hemmt (42).

[.2.6 Abbau der Thrombozyten

Zur Aufrechterhaltung der Homdostase im menschlichen Korper ist es notwendig, dass apoptotische
Zellen abgebaut werden, um so die unkontrollierte Freisetzung von Zellinhalten zu verhindern. Dies
geschieht zumeist liber die Phagozytose durch Makrophagen. Diese erkennen apoptotische Zellen iiber
die Phospholipid-Verteilung auf ihrer Zellmembran (43). Im Rahmen des programmierten Zelltodes
kommt es — vermittelt durch die Aktivierung der Scramblase und Inaktivierung der Flippase — zum
Nach-auBlen-Stiilpen (flip-flop-Mechanismus) von Phosphatidylserin. Dieses negativ geladene
Phospholipid dient als ,Friss mich“-Signal. Die T-cell immunoglobulin domain and mucin
domain 4 (TIM4) konnten als Rezeptoren fiir das Phosphatidylserin seitens der Makrophagen
identifiziert werden. Thre Blockade verhindert die Phagozytose zuverlissig (43). Rand ef al. belegten
die besondere Bedeutung des Phosphatidylserins fiir den Abbau gealterter Pléttchen bereits im
Jahr 2004 (44). So zeigen auch humane Thrombozyten ein inhomogenes Verteilungsmuster der
Phospholipide auf ihrer Zellmembran. Im nicht aktivierten Zustand sind an der dulleren Schicht neutrale
Phospholipide wie Phosphatidylcholin und Sphingomyelin exprimiert. Innen finden sich hingegen
negativ geladene Phospholipide wie Phosphatidylserin und Phosphatidylinositol. Neben der Induktion
apoptotischer Prozesse 10st auch die hinreichend starke Aktivierung der Thrombozyten den
beschriebenen flip-flop-Mechanismus bei ihnen aus. Die nun nach aullen gerichteten negativen
Phospholipide sind unter anderem an der Aktivierung der Gerinnungsfaktoren X und Prothrombin und
damit mafigeblich an der Himostase beteiligt (45). Sie bilden eine katalytische Oberfldche, auf der

Vitamin K-abhingige Gerinnungsfaktoren mit ihren Cofaktoren interagieren konnen (46).

Der Abbau alter Blutpléttchen erfolgt vor allem durch Makrophagen in der Milz. Frische Thrombozyten
verhindern ihre vorzeitige Phagozytose durch die Ausbildung des ,,Friss mich nicht“-Markers CD47,
der die Makrophagen-Aktivitét iiber das signal regulatory protein a (SIRPa) hemmt (47). Aktivierte
Thrombozyten kénnen ebenfalls durch neutrophile Granulozyten phagozytiert werden. Dies geschieht
im Rahmen der mit einer Verletzung einhergehenden Entziindungsreaktion. Die Neutrophilen binden
an das P-Selektin der Thrombozyten iiber PSGL-1. Die darauf folgende Internalisierung ist
Phosphatidylserin-abhingig (48). Auch Hepatozyten sind in der Lage, Thrombozyten zu internalisieren.

Ihre Proliferation wird dabei durch einen horizontalen RNA-Transfer stimuliert (49).



Einleitung

[.3 Tumorzellen und Thrombozyten, ein Wechselspiel mit verheerenden Folgen

Ein Zusammenhang zwischen Tumorerkrankungen und erhéhter Thrombozyten-Aktivitit wurde bereits
im 19. Jahrhundert durch den franzdsischen Arzt Armand Trousseau festgestellt. Er beobachtete ein
erhohtes Vorkommen thromboembolischer Ereignisse bei Krebspatienten (50). Spater konnte im
Umkehrschluss durch Kohortenstudien an Patienten, die an einer Venenthrombose oder Lungenembolie
litten, eine erhohte Malignom-Privalenz nachgewiesen werden (51). 1968 wurde zum ersten Mal ein
direkter =~ Zusammenhang zwischen der Metastasierungsrate eines Tumors und der
Thrombozytenkonzentration im Blut festgestellt. Gasic et al. entdeckten durch Zufall, dass Mause mit
experimentell induzierter =~ Thrombozytopenie weniger Metastasen ausbildeten als die
Kontrollgruppe (52). Seitdem wurde die Rolle der Thrombozyten im Metastasierungsprozess maligner
Zellen ausgiebig untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass sie bei nahezu allen Schliisselmomenten
unterstiitzend auf die Tumorzellen wirken. Hierzu zdhlen die Loslosung aus dem Zellkollektiv, die
Intravasation, ihr Uberleben im Blutkreislauf und die erneute Extravasation sowie die Etablierung einer

metastatischen Nische und zuletzt das Metastasenwachstum (9). Eine Ubersicht bietet Abbildung 1.
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Abbildung 1: Darstellung der thrombozytiren Beteiligung am metastatischen Geschehen. Thrombozyten sind auf vielfiltige
Weise am Prozess der Metastasierung beteiligt. Hierfiir werden sie zundichst durch Tumorzellen iiber die Ausschiittung von
Thrombin, TxA2, TF, MMP-2 und ADP sowie die Ausbildung von Zell-Zell-Kontakten mittels PDNP und CLEC-2 aktiviert
(TCIPA). Sie kinnen daraufhin durch die Freisetzung von EMT-TFs (insbesondere TGF-B) den Ubergang epithelialer
Tumorzellen in ihre mesenchymale Form induzieren (EMT) und dadurch ihr invasives Potential erhéhen. Im Blutkreislauf
wirken die Thrombozyten durch die P-Selektin vermittelte dufsere Anhefiung protektiv fiir die zirkulierenden Tumorzellen und
schiitzen sie so vor Scherkriften und natiirlichen Killerzellen. Um das Blutgefif3 wieder verlassen zu kénnen, rollen die
Thrombozyten-besetzten Tumorzellen am Endothel entlang bis sie eine feste Bindung (Tumorzellarrest) aufgebaut haben.
Neben P-Selektin sind an diesem Schritt vWF und GPIIb/Illa (hier nicht dargestellt) beteiligt. Durch die Ausschiittung von
ATP, Histamin, Serotonin und TxA> (hier nicht dargestellt) sowie MMP-9 durch die aktivierten Thrombozyten wird die
Gefdifspermeabilitit erhoht und die Extravasation erleichtert. Am Bestimmungsort angekommen ist fiir das erfolgreiche
Metastasenwachstum eine vorteilhafte Mikroumgebung unabdingbar. Thrombozyten sezernieren unter anderem verschiedene
Wachstumsfaktoren (GF), die das Tumorwachstum und damit die Entstehung einer metastatischen Nische unterstiitzen. Dabei
spielt die Nihrstoffversorgung des Sekunddrtumors eine entscheidende Rolle. Sie wird durch die Neoangiogenese, induziert
durch thrombozytire VEGF-Freisetzung, sichergestellt. Abkiirzungen: TxA>: Thromboxan Az; TF: Gewebefaktor, MMP:
Matrix-Metallo-Protease; ADP: Adenosindiphosphat; PDNP: Podoplanin; CLEC-2: C-type lectin-like receptor 2;
TCIPA: Tumorinduzierte Plittchenaggregation;, EMT: Epithelial-mesenchymale Transition; EMT-TFs: EMT-induzierende
Transkriptionsfaktoren; TGF-f: Transforming growth factor beta; vWF: Von-Willebrand-Faktor; ATP: Adenosintriphosphat;
VEGF: vascular endothelial growth factor. (Zeichnung von Jana Katharina Schmitz und Dominik Berger)

I.3.1 Die Epithelial-mesenchymale Transition und ihre Bedeutung fiir die
Tumorprogression

Malignome epithelialen Ursprungs bezeichnet man als Karzinome. Sie bilden einen Grofteil der klinisch
relevanten Tumorarten (6). Epithelzellen liegen in polarisierter Form mit apikalem und basolateralem
Anteil vor und sind iiber zahlreiche Bindeproteine mit den umgebenden Zellen und der Basalmembran
verbunden. Das Loslosen einzelner Tumorzellen aus dem Zellverbund ist ein entscheidender Schritt zu

Beginn des Metastasierungsprozesses. Es konnte gezeigt werden, dass die Tumorzellen dazu von ihrem
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epithelialen in einen mesenchymalen Phénotyp ibergehen. Hierdurch wird ihre Polarisation
aufgehoben, ihre Beweglichkeit und die Resistenz gegeniiber Apoptose und damit ihre Invasivitédt erhoht
sowie ihre Bildung von Matrixkomponenten gesteigert. Diesen Prozess bezeichnet man als
epithelial-mesenchymale Transition (EMT) (53). Physiologisch findet er vor allem im Rahmen der
Embryonalentwicklung statt (54). Die Literatur spricht in diesem Zusammenhang von der EMT Typ L.
Die EMT Typ II ist bei der Wundheilung und bei entziindlichen Geschehen zu beobachten. Die EMT
Typ III beschreibt dieses Phdnomen bei neoplastischen Zellen und wird allgemein mit ihrer
Dedifferenzierung in Verbindung gebracht (53,55). Nach den zahlreichen in der Literatur beschriebenen
in vitro-Nachweisen bei Krebszellen konnten Trimboli ef al. die EMT zum ersten Mal bei Brustkrebs

in vivo beobachten (56).

Zahlreiche Faktoren konnen iiber verschiedene Signalwege die EMT auslosen. Man bezeichnet sie als
EMT-induzierende Transkriptionsfaktoren (EMT-TFs). Neben vielen weiteren wurde der
Transforming growth factor beta (TGF-B) als entscheidender Ausloser der EMT identifiziert. Durch
seine gezielte Inhibition konnten die Invasivitdt und das metastatische Potential von Tumorzellen
deutlich reduziert werden (57). TGF-B entfaltet seine Wirkung an Tumorzellen iiber den
Smad-NF-«kB-Signalweg. Hauptspeicherort im menschlichen Korper sind die Thrombozyten, was ihre
Rolle in der EMT vermuten ldsst. Labelle ef al. konnten nicht nur eine gesteigerte Invasivitidt bei mit
Thrombozyten vorbehandelten Tumorzellen in vivo, sondern auch EMT-typische Verdnderungen
nachweisen. So war E-Cadherin, ein Zell-Zell-Kontakt vermittelndes Adhédsionsprotein, in diesen
Tumorzellen reduziert (58). Der Verlust von E-Cadherin ist ein entscheidender Schritt im Akquirieren
mesenchymaler Eigenschaften und damit der EMT. Transkriptionsfaktoren aus der SNAIL-Familie, wie
Snail und Slug, konnen die Bildung von E-Cadherin unterdriicken und sind somit eng mit der EMT
vergesellschaftet. Dariliber hinaus konnen Snail und Slug die EMT iiber die Steigerung der
TGF-B-Synthese unterstiitzen (59,60). Im Mausmodell hatte die ektopische Expression vom
Transkriptionsfaktor Twist ebenfalls den Verlust E-Cadherin-vermittelter Zell-Zell-Kontakte und die
erhohte Bildung mesenchymaler Marker, wie Fibronectin und Vimentin, zur Folge. So konnte der
EMT-induzierende Einfluss von Twist nachgewiesen werden (61). Zhang et al. entdeckten dariiber
hinaus eine Vergesellschaftung zwischen SOX-4 und TGF-B, wobei Brustkrebszellen durch die
SOX-4-induzierte EMT eine erhohte Mobilitdt und Invasivitit aufwiesen (62).

Diese Schritte finden bereits am Primédrtumor auflerhalb des Gefdllsystems statt. So koénnen
extravaskulidre Thrombozyten-Agglomerate die EMT von Tumorzellen induzieren (63). Aber auch bei
CTCs konnen noch epitheliale Marker nachgewiesen werden. Dies deutet darauf hin, dass Tumorzellen
mit epithelialem Charakter ins Gefil} eindringen und erst dort eine EMT durchlaufen kénnen (64). Das
Uberleben epithelialer CTCs im Blutkreislauf ist jedoch stark eingeschréinkt. Man geht davon aus, dass
85% der Zellen innerhalb der ersten fiinf Minuten zugrunde gehen (65). Neben den im folgenden Kapitel

besprochenen Bedrohungen durch Scherkrifte und immunologische Abwehrmechanismen spielt sich
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hier ein Prozess ab, der in der Literatur als Anoikis bezeichnet wird. Es handelt sich dabei um einen
durch die Loslésung von Zellen aus ihrem Zellverbund und den Zell-Matrix-Kontakten verursachten,
Apoptose-dhnlichen Prozess (65). Der Begriff Anoikis entstammt dem griechischen Wort
Anoikos (,,ohne Haus “). Zellen, die sich aus ihrem Zellverbund 16sen, verlassen metaphorisch gesehen
ihr Heim. Es ist somit nicht verwunderlich, dass das in diesem Kapitel besprochene Phanomen der EMT
durch die Vermittlung migratorischer Fahigkeiten eine natiirliche Resistenz gegen die Apoptose der
heimatlosen Zellen bewirkt (66). Haemmerle et al. konnten nachweisen, dass Thrombozyten ein
Y AP-1-abhéingiges Transkriptionsprogramm in frei flottierenden epithelialen Tumorzellen auslésen und
sie dadurch resistent gegen die Anoikis machen konnten. YAP-1 ist ein Transkriptionsregulator-Protein,

das an der Unterdriickung apoptotischer Prozesse beteiligt ist (67).

Das Konzept der EMT als Voraussetzung fiir die Metastasierung wurde kontrovers diskutiert (53).
Metastasen epithelialer Tumoren zeigen ihrerseits ebenfalls einen epithelialen und nicht mesenchymalen
Aufbau. Diesen Umstand konnten Tsai et al. durch den Nachweis der Reversibilitdt der EMT erklaren.
Twist-1 gilt als potenter Promotor der EMT (s. oben). Seine Stimulation im Mausmodell fiihrte zur
Reduktion epithelialer Marker, wie E-Cadherin und Cateninen, und zur vermehrten Ausbildung
mesenchymaler Marker wie Vimentin und Fibronectin. Die in der Folge entstandenen Metastasen
zeigten allerdings hohe E-Cadherin-Werte und ein reduziertes Twist-1. Diese Beobachtungen wurden
als Beweis fiir die Reversibilitdit der EMT interpretiert (68). Die Umkehrung der EMT wird als
Mesenchymal-epitheliale Transition (MET) bezeichnet und wurde bereits vor Tsai und Kollegen

modellhaft untersucht (69).
[.3.2 Thrombozyten schiitzen Tumorzellen im Blutkreislauf

1.3.2.1 Der protektive Mantel

Die Blutpassage der CTCs ist mit zahlreichen Herausforderungen an ihr Uberleben verbunden. Dabei
wurden die Einfliisse der korpereigenen zellvermittelten Immunabwehr sowie der durch Turbulenzen
entstehenden Scherkréfte besonders gut untersucht. Allgemein geht man davon aus, dass ein Grofiteil

der Tumorzellen im Blutkreislauf aufgrund dieser Einfliisse zugrunde geht (8, 65,70,71).

Der entscheidende Einfluss von Thrombozyten auf diese Phase der Metastasierung konnte schon
vielfach nachgewiesen werden. Es besteht ein allgemeiner Konsens dariiber, dass Blutplittchen um die
CTCs herum aggregieren und dadurch eine schiitzende Barriere gegen schéddliche Umwelteinfliisse
bilden. Dieses Konstrukt wird als protektiver Mantel bezeichnet. Auch wenn mikroskopische
Aufnahmen in der Literatur dieses Phidnomen bisher nur andeuten konnten, wurden die zugrunde

liegenden Mechanismen bereits ausgiebig untersucht (9).

Der fiir die Ausbildung einer festen Bindung und damit eines protektiven Mantels notwendige
Erstkontakt wird {iber das C-Typ Lektin, P-Selektin, vermittelt (72—75). Thrombozyten speichern

P-Selektin in ihren Alpha-Granula und geben es bei Aktivierung frei (76). Tumorzellen bilden ihrerseits
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sialylierte und fucosialylierte Muzine, an die P-Selektin binden kann. Allgemein sind Tumorentitéten,
die solche Muzine bilden, mit einer schlechteren Prognose vergesellschaftet (77). Borsig et al. konnten
sowohl durch die Depletion von P-Selektin als auch durch die Entfernung sialylierter Muzine die
Adhésion von Thrombozyten an Tumorzellen deutlich reduzieren (78). Dariiber hinaus bilden zahlreiche
Tumorentititen, wie beispielsweise Bronchialkarzinomzellen der Reihe A549, PSGL-1 aus, iiber das

ihnen die Bindung an P-Selektin méglich wird (79).

1.3.2.2 Natiirliche Killerzellen im Kampf gegen CTCs

Das menschliche Immunsystem ist in der Lage, im Blut zirkulierende Tumorzellen zu eliminieren.
NKs konnten als entscheidende Akteure in dieser zelluldren Krebsabwehr identifiziert werden (80). Sie
konnen ihre Opfer auf verschiedene Arten erkennen. So exprimieren korpereigene Zellen spezifische
Oberflachenmarker, darunter insbesondere den Major Histocompatibility Complex class I (MHC-I).
Bildet eine Zielzelle diesen nicht oder in kdrperfremder Konfiguration aus, wird sie von den NKs

angegriffen und beseitigt (81).

Untersuchungen von Nieswandt und Kollegen zeigten, dass unter in vivo-Depletion natiirlicher
Killerzellen die Metastasierungsrate verschiedener Tumorentitidten stark ansteigt. In NK-positiven
Maiusen hatte dariiber hinaus eine Thrombozyten-Depletion die Reduktion der Metastasierungsrate der
untersuchten Fibrosarkomzellen von 5,5% auf 0,2% zur Folge. Interessanterweise hatte bei Abwesenheit
von NKs die Induktion einer Thrombozytopenie keinen Einfluss auf die Metastasierungshdufigkeit. Auf
der Grundlage dieser Erkenntnisse vermuteten die Autoren, dass Thrombozyten durch ihre protektive
Ummantelung Tumorzellen vor der zytolytischen Aktivitit der NKs schiitzten (7). Placke und Kollegen
konnten einen Austausch von korpereigenen MHC-I-Komplexen von den adhésiven Thrombozyten auf
die Tumorzellen beobachten. Diese vollfiihrten auf diese Art eine zelluldre Mimikry und konnten von

den NKs nicht mehr als fremd erkannt werden (82).

1.3.2.3 Scherkrifte schaden CTCs

Neben der Immunabwehr stellen die im GefaBsystem herrschenden Scherkréfte eine Herausforderung
fiir das Uberleben von CTCs dar. Scherkrifte sind durch den Blutstrom generierte biomechanische
Krifte (83). Egan et al. etablierten ein Modell, in dem sie Tumorzellen Scherstress verschiedener
Intensitdt  aussetzten.  Erlittene = Membranschdden  konnten  sie  iliber  freigesetzte
Laktat-Dehydrogenase (LDH) messen. Unter der Zugabe von Thrombozyten wurde deutlich weniger
LDH gemessen. Dariiber hinaus war dieser Effekt bei Tumorzell-/Thrombozyten-Verhéltnissen von
1:200 starker ausgeprégt als bei einem von 1:50. Mittels Aufnahmen mit dem Konfokalmikroskop
konnte dabei die Adhision aktivierter Thrombozyten an den Tumorzellen als der entscheidende

Schutzmechanismus identifiziert werden (83).
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1.3.3 Tumorzellarrest und Extravasation

Nach der Verschleppung der CTCs in eine andere Kdorperregion miissen sie zur Ausbildung einer
Metastase das Blutgefill wieder verlassen. Diesen Prozess bezeichnet man als Extravasation. Sie beginnt
mit der Arretierung der CTCs an der GefaBwand. Dardik et al. konnten zeigen, dass verschiedene
Tumorzellreihen unter statischen Bedingungen direkt an die subendotheliale extrazelluldre
Matrix (ECM) binden konnen. Unter arteriellen FlieBbedingungen war dies nur mit der Hilfe von
Thrombozyten moglich. Die Autoren konnten nachweisen, dass das Oberflaichenprotein GPIIb/IlIa
hierfiir entscheidend war (84). Dies passt zu den Beobachtungen von MacCarty und Kollegen, die die
Adhésion von zirkulierenden Tumorzellen an immobilisierten Thrombozyten unter FlieBbedingungen
in vitro untersucht haben. Es zeigte sich ein Adhdsionsverhalten, das sehr an jenes von neutrophilen
Granulozyten erinnert. So konnten Tumorzellen, P-Selektin  vermittelt, durch einen
Thrombozyten-Monolayer eingefangen werden. Sie rollten darauthin, bewegt durch die Stromung, an
diesem entlang. Die endgiiltige Arretierung fand anschlieBend iiber eine feste, GPIIb/Illa-vermittelte
Bindung statt. Auch der vWF ist an der Ausbildung fester Bindungen beteiligt. Seine Inhibition konnte
den Anteil arretierter Tumorzellen deutlich reduzieren, wobei die Inhibition von GPIIb/IIla die
Arretierung nahezu unterbinden konnte (85). Mojiri et al. zeigten, dass einige Glio- und
Osteosarkomzellreihen zur de novo-Synthese von vWF fahig waren. In diversen Versuchsmodellen
wiesen VWF-bildende Tumorzellen sowohl statisch als auch im Fluss eine gesteigerte
Adhisionsfahigkeit an Endothelzellen, eine erhohte Transmigrationsfahigkeit und eine allgemein

starker ausgeprégte Fahigkeit zur Extravasation auf (86).

Im Zusammenhang mit metastasierenden Tumorzellen ist oft vom invasiven Potential die Rede. Diesem
kommt insbesondere im Rahmen der Intra- und Extravasation eine besondere Bedeutung zu, da hier die
GefaBBwand durchbrochen werden muss. Es wurde bereits erwahnt, dass Thrombozyten die Invasivitét
von Tumorzellen durch die Induktion der EMT steigern kénnen. Es sind weitere Mechanismen bekannt,

von denen im Folgenden nur einige beispielhaft genannt werden sollen.

CTC-adhdrente Thrombozyten sezernieren zahlreiche Mediatoren, die die Gefdflwandpermeabilitit
erhohen und damit die Transmigration fiir Tumorzellen erleichtern. Dazu zdhlen insbesondere TxAo,
ATP, Histamin und Serotonin (9). ATP wirkt dabei iiber den P2Y,-Rezeptor, um die transendotheliale
Migration von Tumorzellen zu unterstiitzen (87). Alonso-Escolano et al. konnten ein durch die
Inkubation mit Thrombozyten gesteigertes invasives Potential bei Brustkrebszellen in vitro beobachten.
Dieser Effekt korrelierte eng mit der Bildung von MMP-9 — sowohl durch die Blutplittchen als auch
durch die Tumorzellen selbst. MMPs sind neben der Degradation von ECM an vielen Prozessen

beteiligt, die die Migration und Invasion von Tumorzellen unterstiitzen (88).
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[.3.4 Etablierung einer metastatischen Nische

Paget postulierte mit seiner Seed and Soil-Theorie bereits 1889 die Notwendigkeit eines geeigneten
Bodens fiir metastasierende Tumorzellen, um wachsen und einen Sekundédrtumor ausbilden zu
konnen (89). Die Literatur spricht in diesem Zusammenhang von der metastatischen Nische, einem
Mikroumfeld, das durch sein Wechselspiel verschiedener Einfliisse das Tumorwachstum begiinstigt.
Zahlreiche Untersuchungen haben gezeigt, dass Thrombozyten maligeblich an der Etablierung dieser

metastatischen Nische beteiligt sind.

Thrombozyten konnen mittels der Chemokine CXCL-5 und -7 Granulozyten an den Ort der Metastase
rekrutieren. Diese wiederum unterstiitzen die Metastasenbildung insbesondere {iber den Tumorzellarrest
und die Extravasation. Sowohl die Hemmung des CXCL-5/7-Rezeptor CXCR-2 als auch die Depletion

von Thrombozyten oder Granulozyten konnten die Metastasenbildung signifikant reduzieren (90).

Peripheres Tumorwachstum im Mausmodell von ossdar metastasierenden Tumorentitdten zeigte bereits
vor dem Auftreten von Knochenmetastasen osteoblastische Verdnderungen im Knochengewebe. Nach
Plattchendepletion blieben diese prametastatischen Alterationen aus. Von den Tumorzellen produzierte
Proteine, wie in diesem Falle TGF-f1 und MMP-1, kénnen von den Thrombozyten aufgenommen, in

den a-Granula gespeichert und am Bestimmungsort sezerniert werden (91).

Maligne Tumoren sind aufgrund ihrer hohen Proliferationsrate auf eine gute Nahrstoffversorgung
angewiesen. Das Ausbilden neuer Blutgefile durch die sogenannte Angiogenese ist fiir sie
iiberlebenswichtig. Thrombozyten enthalten die unter den Blutzellen grofite Menge an Angiogenese
regulierenden Faktoren, darunter den Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) und den
basic Fibroblast like Growth Factor (bFGF). Sie sind somit mafigeblich an der Energiebereitstellung der
Metastase beteiligt (92). Dariiber hinaus sind adhédrente Thrombozyten von entscheidender Bedeutung
hinsichtlich der GeféaBstabilitdt (93). Ist diese nicht gegeben, kommt es zu Hiamorrhagien, das heift
Einblutungen in die Tumormasse. Ein Tumorwachstum ist so nicht moglich. Battinelli und Kollegen
konnten nachweisen, dass der antimetastatische Effekt antithrombotischer Medikamente unter anderem
auf die Reduktion der Thrombozyten-induzierten Angiogenese zuriickzufiihren ist (94). Neben der
Bereitstellung von Néhrstoffen durch die Bildung neuer Blutgefilie setzen Blutpléttchen
Wachstumsfaktoren frei, die die Proliferation von Tumorzellen stimulieren. Hierzu zdhlen PDGF,

bFGF, EGF, HGF, IGF1, TGFf, VEGF-A und VEGF-C (95).

Unter Beriicksichtigung dieser Erkenntnisse schlugen Yan und Jurasz in ihrem Review eine
Umformulierung von Pagets Seed and Soil- zur Seed, Soil and Fertilizer-Hypothese vor. Diese
Erginzung soll die tragende Rolle der Thrombozyten bei der Etablierung der metastatischen Nische als

Voraussetzung fiir die Nidation zirkulierender Tumorzellen hervorheben (96).
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[.3.5 Die Wirkung von Tumorzellen auf Thrombozyten

Basierend auf diesen Erkenntnissen wird offenbar, dass metastasierende Tumorzellen von einer
gesteigerten Anzahl und Aktivierung der Thrombozyten profitieren. Sie sind in der Lage, Thrombozyten
auf vielfiltige Art zu manipulieren. Um ihr eigenes Uberleben zu sichern, nehmen sie Einfluss auf die
Plattchenzahl, deren Physiologie, Aktivierungsgrad und RNA-Profil (97). Eine Thrombozytose geht mit
der erhohten Mortalitdt bei Krebspatienten einher (98). Tumorzellen konnen iiber verschiedene Wege
die Thrombopoese stimulieren und damit die Thrombozytenzahl steigern (99). Zudem sind bei
Krebspatienten erhohte Spiegel an f-Thromboglobulin und Plattchenfaktor IV nachweisbar. Die sonst
in den Granula der Thrombozyten befindlichen Proteine belegen den erhdhten Aktivierungszustand der
Blutplattchen und liefern prognostische Hinweise auf den Verlauf der Erkrankung. Bei Patienten in

Remission sind diese Verdnderungen jedoch nicht mehr zu beobachten (100,101).

1.3.5.1 Tumorzell-induzierte Thrombozytose

Das Vorliegen einer Thrombozytose erwies sich in vielen Zusammenhidngen als negativer
prognostischer Marker bei Krebspatienten. So geht sie beispielsweise mit einer gesteigerten
Aggregationsfahigkeit der Thrombozyten einher (102). FEine erhohte Pléttchenzahl ist im
Zusammenhang mit malignen Erkrankungen ein hiufig zu beobachtendes Phédnomen (98). Dies ldsst
sich durch den Umstand erklédren, dass zahlreiche Tumorentitdten in der Lage sind, die Thrombopoese
direkt oder indirekt zu stimulieren. Suzuki et al. konnten beispielsweise die Thrombozytose bei
Krebspatienten auf die Produktion koloniestimulierender Faktoren (CSF) und IL-6 durch die
Tumorzellen zuriickfiihren. Die daraus resultierende gesteigerte Megakaryopoese hatte eine vermehrte
Thrombopoese zur Folge (103). Fiir das von vielen Tumorzellen produzierte IL-6 konnte dariiber hinaus
eine direkte Wirkung auf die Synthese von Thrombopoietin (TPO) in Hepatozyten in vivo nachgewiesen
werden. Die Hemmung von TPO und/oder IL-6 im Mausmodell war ausreichend, um die vorliegende
Thrombozytose aufzuheben (104). Sasaki et al. untersuchten 27 verschiedene Tumorentitdten, von

denen fast alle iiber die nétige mRNA zur TPO-Synthese ausgestattet waren (105).

1.3.5.2 Tumorzellen aktivieren Thrombozyten

Thromboembolische Ereignisse sind ein geflirchteter Nebenbefund bei Tumorleiden. Die Fahigkeit von
Tumorzellen, Thrombozyten zZu aktivieren, wird in der Literatur als
Tumorinduzierte-Pléttchenaggregation (TCIPA) beschrieben. Die zugrundeliegenden Prozesse sind
vielseitig und umfassen den Einsatz von loslichen Faktoren, Mikrovesikeln und adhisiven
Proteinen (97). Hara et al. konnten als eine der ersten die TCIPA bei Adenokarzinom- und
Neuroblastomzellen nachweisen (106). FEine Studie zur Untersuchung verschiedener
Lungenkrebs-Zellreihen zeigte, dass nicht-kleinzellige Bronchialkarzinomzellen der Reihe A549
Thrombin und dass kleinzellige Bronchialkarzinomzellen Thrombin und ADP sezernierten. Beide sind
potente Thrombozyten-Agonisten (107). Viele Tumorarten produzieren dariiber hinaus TF, der ebenfalls

eine TCIPA induziert (108). Die Produktion von TxA, wurde bei Osteosarkomzellen nachgewiesen.
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AuBerdem konnte durch die pharmakologische Hemmung von TXA; und seinem Rezeptor die TCIPA
und damit die weitere TxA-Freisetzung durch die aktivierten Thrombozyten nahezu vollstindig
unterbunden werden (109). Die Hemmung der TxA,-Synthase bei Lungenkarzinom-Patienten ging mit
einer reduzierten Bildung von Metastasen insgesamt einher (110). Fiir Lungen-, Brust- und
Bindegewebskarzinomzellen konnte gezeigt werden, dass diese iiber die Freisetzung von MMP-2
Thrombozyten aktivieren konnen (28). Bastida et al. wiesen dariiber hinaus bei in vitro-Versuchen die

Notwendigkeit von sowohl GPIb als auch GPIIb/IIIa fiir die TCIPA nach (111).

Podoplanin (Aggrus) ist aus verschiedenen Kontexten und Prozessen im menschlichen Korper bekannt.
Seinen Namen erhielt es durch sein Vorkommen in renalen Podozyten und seiner Beteiligung an deren
Ausbildung fuBformiger Fortsdtze. Seine Wirkung entfaltet es iiber den C-type lectin-like
receptor 2 (CLEC-2), der insbesondere auf der Oberfliche von Thrombozyten ausgebildet wird und der
zu deren Aktivierung und Aggregation fiihrt (112). Physiologischerweise spielt diese Wechselwirkung
eine Rolle bei der embryonalen Entwicklung lymphatischer Gefd3e (113). Interessanterweise wird
Podoplanin von Endothelzellen des Lymphsystems, nicht aber des Blutgefa3systems, ausgebildet und
ist somit an der Hdmostase nicht beteiligt. Das Hauptaugenmerk der Forschung lag bisher auf der
Bedeutung dieses Oberflachenproteins fiir die Tumorprogression. So konnte seine Bildung bei

zahlreichen Tumorentitdten nachgewiesen werden. Es ist mafigeblich an der TCIPA beteiligt (114,115).

In diesem Zusammenhang ist anzumerken, dass nicht alle Tumorzellen im gleichen Malle zur TCIPA
fahig sind. Jedem Tumor wohnt eine Subpopulation inne, die durch ihre gesteigerte Bereitschaft zur

TCIPA ein erhohtes metastatisches Potential besitzt (116).

[.4 Die Heterogenitdt der Tumorzellen

Tumoren gleicher Entitdt weisen genetische Unterschiede auf, die einen Einfluss auf ihr Wachstum und
ihr Therapieansprechen haben (117). Man spricht von intertumoraler Heterogenitédt. Endesfelder et al.
untersuchten zahlreiche Proben aus verschiedenen Regionen desselben soliden Tumors mittels
Exom-Sequenzierung sowie Chromosomenaberrations- und Ploidie-Analyse. Thre Ergebnisse zeigten,
dass liber 60% der somatischen Mutationen nicht in jeder Probe nachweisbar waren. Daraus geht hervor,

dass Tumoren auch iiber eine intratumorale Heterogenitat verfiigen (118).

Die Entstehung dieser intratumoralen Heterogenitét und die Bildung von Tumoren als solche waren im
vergangenen Jahrhundert Gegenstand intensiver Forschung und Diskussion. Furth 16ste durch seine
Entdeckungen 1937 ein Umdenken aus. Zu dieser Zeit ging man davon aus, dass mehrere
Hunderttausend Leukdmiezellen notwendig seien, um die maligne Erkrankung von einer Maus auf die
ndchste zu iibertragen. Furth e al. gelang dies mit nur 100 Zellen. Dariiber hinaus deuteten ihre Daten
darauf hin, dass nur ein kleiner Teil der Tumorzellen iberhaupt zur Tumorgenese in der Lage sei (119).
Aus diesen Beobachtungen entwickelten sich die beiden heute vorherrschenden Theorien, die die

Tumorentstehung aus einer einzigen Ursprungszelle postulieren. Das von Nowell im Jahre 1976
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etablierte Modell der Klonalen Evolution besagt, dass alle Tumoren aus einer einzigen Zelle entstehen
und dass die Erhaltung und das Fortschreiten des Tumors aus der erworbenen genetischen Variabilitéit
innerhalb des urspriinglichen Klons resultiert, was eine progressive Auswahl aggressiverer Zelllinien
ermoglicht (120). Die frither von Knudson aufgestellte und immer noch an Universititen gelehrte
Two-Hit-Hypothese, die die Mutation eines Tumorsuppressorgens oder Protoonkogens auf beiden
Chromosomen und den damit einhergehenden ,,Verlust der Heterozygotie® in einer Zelle als initialen
Schritt in der Tumorgenese definiert, ist diesem Modell zuzuordnen (121). Es ist angelehnt an die
Darwinische Vorstellung von dem Uberleben des Stirkeren, demzufolge Mutationen mit einer besseren

Anpassung an die Umwelt und damit einem Selektionsvorteil einhergehen (122).

Im Jahr 1963 konnten Bruce und van der Gaag beobachten, dass nur 1 - 4% der in Méuse injizierten
Lymphomzellen die Ausbildung einer Tumorkolonie in der Milz initiieren konnten (123). Es blieben
zwei Erklarungsmoglichkeiten: 1) Alle transferierten Zellen hatten grundsétzlich das Potential, eine
Kolonie zu bilden, der Grofteil wurde jedoch durch die nachteiligen Umsténde daran gehindert. 2) Nur
eine kleine Untergruppe der Zellen verfligte tiber das koloniebildende Potential (124). Die Antwort auf
diesen Sachverhalt lieferten John Dick und Kollegen 30 Jahre spéter. Sie selektierten Leukdmiezellen
anhand ihrer Oberflichenmarker und konnten nachweisen, dass ausschlieBlich der Transfer von
CD347/CD38-Zellen eine Erkrankung beim Rezipienten hervorrief (125). Aus diesen Erkenntnissen
entwickelte sich das Tumorstammzell-Modell, das auch als hierarchisches Modell bezeichnet wird.
Hiernach weisen Tumorstammzellen (CSCs) eine einzigartige Fahigkeit zur Selbsterneuerung auf und
sind an der Tumorinitiierung, -erhaltung und -metastasierung sowie der Rezidiv-Bildung maBgeblich

beteiligt (126).

Das Konzept von Stammzellen findet klinisch insbesondere in der Hédmatologie Anwendung. Die
zahlreichen Parallelen zwischen hidmatopoetischen Stammzellen (HSCs) im Knochenmark und
tumorinduzierenden Zellen fiihrten dazu, dass man sich bei der Definition des Tumorstammzellbegriffs
sehr an den HSCs orientierte. Heutzutage bilden die folgenden Pradmissen die Grundlage des
CSC-Modells: Tumoren verfiigen iiber eine hierarchische Struktur, die iiber das Vorhandensein seltener,
sich selbst erneuernder CSCs aufrechterhalten wird. Diese befinden sich hdufig in einem ruhenden
Zustand und sind dadurch eher am langfristigen Wachstum des Tumors beteiligt, wohingegen die Masse
an nicht-CSCs lediglich zur voriibergehenden und oft iiberschieBenden Proliferation in der Lage ist.
Somit sind CSCs oft resistent gegen herkommliche, an sich schnell teilende Zellgruppen adressierte
Chemo- und Strahlentherapieverfahren und damit maBgeblich an der Bildung von Rezidiven

beteiligt (127).

Koren und Fuchs vermuteten, dass eine Kombination beider Modelle die Wirklichkeit am besten
widerspiegele (128). Und tatsdchlich sind Mutationen fiir die Tumorinitiierung und die

Tumorprogression entscheidend. In differenzierten Tochterzellen wire jedoch jeder erworbene Vorteil
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nur voriibergehend und nach wenigen Zellteilungen verschwunden. AusschlieSlich jene Mutationen in

Zellen mit der Fahigkeit zur Langzeit-Selbsterneuerung haben Bestand (129).

[.4.1 Tumorstammzellen und ihre Eigenschaften

Ein Expertenkollektiv einigte sich im Jahre 2006 auf eine Definition von Tumorstammzellen, die deren
Fahigkeit zur Selbsterneuerung und zur Tumorinitiierung voraussetzte (130). Von Selbsterneuerung ist
die Rede, wenn eine (asymmetrische Teilung) oder beide (symmetrische Teilung) der aus der Zellteilung
hervorgehenden Tochterzellen iiber die gleichen proliferativen Fahigkeiten verfiigen wie die
Ausgangszelle (130,131). Sie ist entscheidend fiir den Fortbestand der Stammzellen und damit fiir das
langfristige Wachstum des Tumors (124). Neue Erkenntnisse zeigen, dass Tumorstammzellen
— abhéngig von ihrer Umgebungssituation — zu beiden Formen der Zellteilung (symmetrisch und

asymmetrisch) fahig sind (127).

Die Entstehung von Tumorstammzellen als initiales Ereignis fiir die Tumorgenese ist noch nicht
abschliefend geklart. Beobachtungen von Bonnet und Dick, dass alle AML-induzierenden Zellen
ebenfalls den fiir reguldre himatologische Stammzellen typischen CD34%/CD38 -Phéinotyp aufweisen,
lasst vermuten, dass HSCs auch Ziel erster onkogener Mutationen sind (132). Im Einklang mit den
zahlreichen Forschungsergebnissen, die die tumorinduzierende Rolle von Tumorstammzellen belegen
konnten, werden CSCs fir die Metastasenbildung verantwortlich gemacht. Dazu passen die
Beobachtungen die enge Verkniipfung zwischen dem bereits angesprochenen Prozess der EMT und dem

Vorliegen stammzelldhnlicher Eigenschaften betreffend (122).

[.4.1.1 Plastizitat der Tumorstammzellen

Die Angaben iiber den Anteil von CSCs an einem malignen Zellkollektiv variieren zwischen 0,04%
(Pankreas-, Lungen- und Kopf-Halskarzinomen) (133) und 25% (Melanome) (134). Auf Grundlage
neuester Erkenntnisse wurde Abstand genommen von der Vorstellung einer fest etablierten
Tumorstammzellpopulation, die, klar getrennt von der restlichen Tumormasse, die Tumorprogression
und Metastasenbildung steuert. Die Umgebungsbedingungen der Tumorzellen haben groflen Einfluss
auf den Erwerb und Erhalt ihrer Stammzelleigenschaften. Tumorzellen sind plastisch, kdnnen also
zwischen einem Stammzell- und einem Nicht-Stammzellstatus hin und her wechseln (127). Dieses
Phénomen wurde ausfiihrlich an nicht-neoplastisch verénderten intestinalen Stammzellen erforscht. Sie
sind der Ausgangspunkt fiir die intestinale Kryptenbildung und lassen sich iiber den Oberflichenmarker
Lgr5 sicher identifizieren (135). Sato et al. konnten beobachten, dass diese Lgr5-positiven Zellen nur in
Anwesenheit von Paneth-Zellen suffizient proliferativ aktiv waren. Dieser Umstand wurde auf die
Produktion von Wnt3, NOTCH, TGF-a und EGF seitens der Paneth-Zellen zuriickgefiihrt. Unter dem
Einfluss dieser Faktoren konnte sogar eine Umwandlung differenzierter Tochterzellen in LgrS-positive
Stammzellen beobachtet werden. Das Entfernen der Paneth-Zellen fiihrte wiederum zum Riickgang der

Stammzellpopulation (136). Tumorinitiierende Zellen kolorektaler Karzinome lassen sich ebenfalls {iber
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Lgr5 identifizieren und verfligen iiber Stammzell-dhnliche Eigenschaften. Sie allein sind zur Ausbildung
von Metastasen fahig. Interessanterweise fiihrte ihre gezielte Ablation zu keiner Tumorregression.
Lgr5-negative Zellen hielten durch ihre Proliferation das Tumorwachstum aufrecht. Nach Beendigung
einer gegen Lgr5 gerichteten Therapie entwickelte sich aus ihrem Zellkollektiv erneut eine
Lgr5*-Subpopulation (137). Schwitalle und Kollegen konnten durch ihre Untersuchungen die besondere
Stellung des Wnt-Signalweges nachweisen, der, moduliert durch NF-xB, iiber p-Catenin, die
Ausbildung des Stammzell-Charakters begiinstigt (138). Voll differenzierte Glioblastom-Zellen
konnten unter dem Einfluss der Transkriptionsfaktoren SOX-2, OLIG2, POU3F2 und SALL2 in CSCs

zuriick gewandelt werden (139).

[.4.1.2 Die Bedeutung der EMT fiir Tumorstammzellen

Der bereits besprochene Prozess der Metastasierung verlangt den Tumorzellen &hnliche
Anpassungsfahigkeiten ab. So miissen epitheliale Tumorzellen in den meisten Féllen einen
mesenchymalen Charakter annehmen, um erfolgreich in andere Organe streuen zu kdnnen. Dies
geschieht iiber das reversible Phdnomen der EMT, das die Zelle mit einer gesteigerten Mobilitdt und
einem erhohten invasiven Potential versieht. Mani et al. wiesen eine direkte Verbindung zwischen der
EMT und dem Erwerb epithelialer Stammzelleigenschaften nach. Durch die Stimulation humaner
Mamma-Epithelzellen mit den bereits genannten EMT-TFs Twist and Snail konnten diese in den
mesenchymalen Zustand iiberfiihrt werden. Dies zeigte sich in einer Reduktion von E-Cadherin und
einer gesteigerten Bildung von N-Cadherin (Cadherin-switch). Des Weiteren exprimierten sie auf ihrer
Oberfliche das typische CD44%e/CD24"°"-Muster, das charakteristisch fiir neoplastische
Mamma-Stammzellen ist. AuBBerdem wiesen sie nach der Injektion in M&use ein deutlich erhdhtes
Potential zur Koloniebildung auf. Die Autoren argumentierten iiber die Sinnhaftigkeit dieser engen
Verkniipfung zwischen der EMT als Voraussetzung fiir die Metastasierung und dem Erwerb
Stammzell-dhnlicher Eigenschaften wie folgt: Wiirden reguldre Tumorzellen, durch die EMT zur
Metastasenbildung befahigt, ohne die Fahigkeit zur Selbsterneuerung in andere Korperregionen streuen,

wiren sie nicht in der Lage, langlebige Kolonien auszubilden (140).

Die Literatur liefert viele weitere Nachweise flir die Beteiligung von EMT-TFs an der Entstehung
Stammzell-dhnlicher Tumorzellen, von denen im Folgenden nur einige beispiclhaft genannt werden
sollen. So konnte gezeigt werden, dass der EMT-TF Slug, der zur gleichen Familie gehort wie Snail, in
Zusammenarbeit mit SOX-9 Brustkrebszellen in den Tumor-induzierenden Status transferieren
kann (141). Wie bereits erwdhnt, konnten Tsai et al. nachweisen, dass der EMT-TF Twist-1 im
Mausmodell die EMT bei Hauttumoren einleiten kann (68). Untersuchungen von Beck und Kollegen an
Hauttumorzellen zeigten darauthin, dass Twist-1 einen fordernden Einfluss auf die Tumorinitiierung,
die -progression und die Ausbildung Stammzell-dhnlicher Eigenschaften hat (142). Auch in der

metastatischen Nische, die sich als Zusammenspiel Wachstums-begiinstigender Bedingungen filir den
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Sekundartumor definiert, ist die Bildung Stammzell-unterstiitzender Faktoren entscheidend. Hierzu

zahlen Notch, Wnt, SOX2 und NANOG (143).

[.4.2 Therapieresistenz der Tumorstammzellen

In Anbetracht der bereits beschriebenen intratumoralen Heterogenitit iiberrascht es nicht, dass die
verschiedenen Zellgruppen eines Tumors unterschiedlich auf Krebstherapeutika reagieren. So konnte
bereits bei vielen Gelegenheiten gezeigt werden, dass CSCs im Vergleich zu Nicht-Stammzellen eine

gesteigerte Resistenz gegeniiber diesen aufweisen (128).

Chen et al. untersuchten das Ansprechen von Glioblastomzellen auf das Zytostatikum Temozolomid
in vivo. Hierbei konnten sie durch den Einsatz des Markers Nestin CSCs gezielt nachverfolgen. Diese
Subpopulation an Stammzellen war in Lage, das erneute Wachstum des Tumors zu initiieren und damit
ein vollstdndiges Rezidiv zu verursachen (144). Passend zur engen Vergesellschaftung zwischen der
EMT und den Stammzell-Eigenschaften wurde der Einfluss des EMT-TFs Snail auf die Resistenz von
A549-Zellen gegeniiber Cisplatin nachgewiesen (145). Creighton und Kollegen untersuchten
verbleibende Brustkrebszellen nach erfolgter endokriner Behandlung und Chemotherapie. Der Anteil
jener Zellen mit einem CD447/CD247°V-Oberflichenprofil und der Fihigkeit zur Ausbildung von
Mammospheres war erhoht. Beide Parameter gelten als Identifikationsmarker fiir Tumorstammzellen.
Des Weiteren wiesen sie eine erhohte Expression der mesenchymalen Marker Vimentin und MMP-2

auf, was den Hinweis auf eine zuriickliegende EMT lieferte (146).

Die zugrunde liegenden Resistenzmechanismen sind vielseitig. Der bereits angesprochene Umstand,
dass herkommliche Chemotherapeutika gezielt die schnell proliferierenden Zellgruppen attackieren,
resultiert in einer natiirlichen Resistenz vieler Tumorstammzellen. Diese sind haufig auf langfristiges
Wachstum ausgelegt und teilen sich selten. Auflerdem sind sie in der Lage, einen ruhenden Zustand
anzunehmen, in welchem sie Therapiezyklen unbeschadet iiberstehen konnen. So induziert TGF-f3 bei
Krebszellen eine EMT, die sowohl mit einem gesteigerten invasiven Potential als aber auch mit einer
erniedrigten Proliferationsaktivitdt einhergeht. Oshimori et al. flihrten die damit einhergehende
Resistenz gegen Cisplatin jedoch nicht allein auf diesen Umstand zuriick: Durch die Stabilisierung des
Transkriptionsfaktors NRF2 kommt es auBlerdem zu einer gesteigerten Produktion von
Antioxidantien (147). In den letzten Jahrzehnten wurden zahlreiche weitere Resistenzmechanismen der
CSCs identifiziert. Eine besondere Bedeutung wird den ATP-abhingigen Efflux-Pumpen
zugeschrieben. Sie gehdren zu einer Familie ATP-bindender Kassette (ABC)-Transportern und werden
in sieben Gruppen (ABCa — ABCg) eingeteilt. Der durch ihre Aktivitit gesteigerte Efflux kann die
intrazelluldre Konzentration von Chemotherapeutika selektiv senken (148). Bram und Kollegen konnten
eine ABCg-Gen-Amplifikation bei A549-Zellen nachweisen, die mit einer gesteigerten Expression des

Transmembranproteins und damit einer Resistenz gegen verschiedene Therapeutika einherging (149).
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1.4.3 Identifizierung und Isolation von CSCs

Allen Tumorstammzellen ist die Fahigkeit zur Selbsterneuerung und Ausbildung differenzierter
Tochterzellen gemeinsam. Nichtsdestotrotz ist es aufgrund der intertumoralen Heterogenitdt nahezu
unmoglich, ein allgemeingiiltiges Isolationsverfahren fiir Zellen mit Stammzell-dhnlichen
Eigenschaften zu etablieren. Lediglich die in vivo-Xenotransplantation ist geeignet, CSCs jeden
Ursprungs anhand ihrer Selbsterneuerungsfahigkeit zu identifizieren (130). Diese Transplantation ist
jedoch mit einem hohen Zeit- und Materialaufwand verbunden und dementsprechend wenig praktikabel.
In der Forschung werden heute primér drei Selektionsverfahren angewendet, die sich funktionale

Eigenschaften der CSCs zu Nutze machen. Diese sollen im Folgenden besprochen werden:

Bei der Seitpopulations-Methode macht man sich die bei CSCs gesteigerte Expression von
Efflux-Pumpen zunutze. Durch den Einsatz von Farbstoffen wie Hoechst 33342 konnen Zellkollektive
angefarbt werden. Es wird eine Seitpopulation (SP) erkennbar, die aufgrund direkter Ausschleusung
keinen Farbstoff anreichert. Zellen dieser SPs zeigen viele fiir CSCs charakteristische Eigenschaften,

wie die Fahigkeit zur Tumorinitiierung und Resistenz gegen Chemotherapeutika (150,151).

Des Weiteren werden spezifische Zellmarker zur Isolation von CSCs herangezogen. CD44 und CD133
sind iibliche Oberflachenmarker, die von zahlreichen CSCs verschiedenen Ursprungs gebildet werden.
Viele CSCs exprimieren auflerdem intrazelluldr die Aldehyd-Dehydrogenase 1 (ALDHI1). Andere
Oberflichenmarker sind zumeist organspezifisch (152), so beispielsweise CD166 fiir CSCs der
Lunge (153).

Das Sphere-formation Assay macht sich die Fahigkeit der CSCs zunutze, unter nicht-adhdsiven
Bedingungen kugelige Zellagglomerate, sogenannte Sphéaroide, auszubilden. Nicht-Stammzellen fehlt
diese Eigenschaft, was dazu fiihrt, dass sie im Prozess der 4noikis (siche oben) zugrunde gehen (154).
Die Methode geht auf Beobachtungen von Reynolds und Weiss zuriick, die Zellen mit
Stammzelleigenschaften als frei schwimmende Sphéroide kultivieren konnten (155). Singh ef al. wiesen
die enge Korrelation zwischen CD133-positiven Stammzellen und Sphéroid-bildenden Zellen und damit

die Validitit des Verfahrens nach (156).
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L.5 Fragestellung, Arbeitshypothese und Ziel der Untersuchung

In Anbetracht der betrdchtlichen Bedeutung von Krebserkrankungen fiir unsere Gesellschaft werden
neue, antineoplastische Therapieckonzepte dringend gesucht. Dabei spielen Thrombozyten eine
entscheidende Rolle fiir das Tumorwachstum, die Metastasenhdufigkeit und damit die Prognose jedes
Krebspatienten (9). Es ist folglich von zentraler klinischer Bedeutung, die Interaktionsmuster zwischen
Tumorzellen und den Blutpléttchen besser verstehen zu lernen. Erste Therapieversuche, die die Wirkung
von Thrombozyten gezielt adressierten, hatten einen Riickgang der Metastasenhéufigkeit zur
Folge (157). Somit ist zu hoffen, dass die in dieser Arbeit gewonnen Erkenntnisse zur Etablierung neuer

Therapieansitze beitragen und damit das Leben zahlreicher Menschen positiv beeinflussen wird.

Martins Castanheira et al. gelang es neben der in der Literatur vielfach postulierten Bildung eines
protektiven Mantels (9) ein weiteres Interaktionsmuster nachzuweisen. So lagerten sich Thrombozyten
nicht nur duBerlich an die CTCs an, sie wurden von diesen auch teilweise ganzlich internalisiert (158).
Diese Beobachtungen wurden bei Versuchen unter statischen und dynamischen Bedingungen auf dem
Schwenktisch gemacht. Ziel dieser Arbeit war es, die Giiltigkeit der Erkenntnisse von Martins
Castanheira und Kollegen fiir die im Blutsystem vorherrschenden Bedingungen zu {iberpriifen. Hierbei
sollte die Interaktion zwischen Tumorzellen und Thrombozyten unter FlieBbedingungen sowohl
quantitativ als auch qualitativ untersucht werden. Es war zu kléren, inwiefern sich die wahrscheinlich
nur kurzen Kontaktzeiten zwischen den Zellen und die herrschenden Scherkrifte auf die

Interaktionsmuster auswirken.

Hierzu sollte zunidchst ein FlieBinkubationssystem etabliert werden, das die im menschlichen
Blutkreislauf herrschenden Bedingungen addquat nachstellt. Durch den Einsatz von Silikonschldauchen
verschiedener Liange konnte eine Zeitreihe und damit ein Interaktionsprofil der zu untersuchenden
Zellgruppen bei konstantem Fluss erstellt werden. Durch die Farbung der Thrombozyten mit dem
Fluoreszenz-Farbstoff PKH-67 konnte ihr Kontakt zu Tumorzellen anhand des Fluoreszenzzuwachses
im Durchflusszytometer und im Konfokalmikroskop nachgewiesen werden. Dabei wurde angenommen,
dass auch unter Fliebedingungen die Wechselwirkung zwischen diesen beiden Zellgruppen moglich

ist.

Vor dem Hintergrund der besonderen Bedeutung von Tumorstammzellen beim Prozess der
Metastasierung (122) sollten solche analog zu differenzierten A549-Tumorzellen untersucht werden.
Mit Hilfe des Sphere-formation Assays konnten Tumorzellen mit Stammzell-dhnlichen Eigenschaften
selektiert und anschlieBend gemeinsam mit Thrombozyten im FlieBinkubationssystem analysiert
werden. So sollte ein direkter Vergleich dieser beiden Zellentititen in Hinblick auf ihr
Wechselwirkungsprofil mit Thrombozyten erfolgen. Dabei war denkbar, dass CSCs sich in ihrem
Interaktionsverhalten gegeniiber Thrombozyten aggressiver zeigen und diese schneller und zahlreicher

an sich binden bezichungsweise aufnehmen konnen.
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Die aktuelle Forschung deutet darauf hin, dass P-Selektin eine entscheidende Rolle in der Interaktion
der beiden Zellarten spielt (72—75). Durch die Hemmung dieses Oberflachenproteins mittels Heparin
lasst sich die Adhédsion an Tumorzellen signifikant reduzieren (78). Fiir die bereits bei Krebspatienten
in den Leitlinien empfohlenen  niedermolekularen  Heparine, wie  beispielsweise
Tinzaparin-Natrium (Innohep), konnte neben seiner anti-koagulatorischen Wirkung {ber die
Antithrombin-vermittelte Hemmung der Gerinnungsfaktoren Xa und Ila (159) auch ein hemmender
Effekt auf P-Selektin nachgewiesen werden (76,160). Durch die Inkubation von Thromboyzten mit
Tinzaparin vor Versuchsbeginn sollte die Rolle von P-Selektin bei der Wechselwirkung zwischen
Tumorzellen und Thrombozyten unter FlieBbedingungen weiter beleuchtet werden. Die bisherigen
Studien von Martins Castanheira et al. fanden zum grofen Teil unter statischen Bedingungen statt. Varki
und Kollegen betonen jedoch, dass sich das Verhalten von Selektinen im Strom andert (161). Es war
denkbar, dass die Durchfiihrung der bereits beschriebenen Versuchsreihen unter dem Einfluss von

Tinzaparin mit einer sichtbaren quantitativen Inhibierung einhergeht.

22



II Material und Methoden

II.1
II.1.1 Gerite

Materialien

Material und Methoden

Name

Hersteller

Heraeus Multifuge S1

Thermo Scientific, Waltham, USA

Heraeus Megafuge 8

Thermo Scientific, Waltham, USA

Leica TCS SP8 Konfokalmikroskop

Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland

CO,-Inkubator CB 53

Binder GmbH, Tuttlingen, Deutschland

Biowizard Golden Line Sterilbank

Kojair, Vilppula, Finnland

Perfusor Space

B.Braun, Melsungen, Schweiz

Wasserbad

Julabo, Seelbach, Deutschland

GUAVA easyCyte

Merck Millipore, Burlington, USA

Tabelle 1: Verwendete Gerdte

I1.1.2 Software

Name Hersteller

FlowJo v10 FlowlJo, LLC, Ashland, USA
SPSS 25 IBM, Armonk, USA

GuavaSoft InCyte Merck Millipore, Burlington, USA

Tabelle 2: Verwendete Software

I1.1.3 Laborutensilien

Name

Hersteller

Pasteurpipetten aus Glas

Brand GmbH und Co, Wertheim, Deutschland

Transferpipette 3,5 ml

Sarstedt AG & Co, Niimbrecht, Deutschland

Millex-GV Filter Unit 0,22um

Merck Millipore Ltd., Tullagreen, Ireland

Falcon Rohrchen, konisches Réhrchen, 15 ml

Corning, New York, USA

Silberbrand Eterna, Glaspipetten

Brand GmbH und Co, Wertheim, Deutschland

Vacusafe, Absaugsystem mit Vakuumpumpe

Integra Biosciences AG, Zizers, Schweiz

Vacuboy

Integra Biosciences AG, Zizers, Schweiz

Pipetboy 2

Integra Biosciences AG, Zizers, Schweiz

Ep T.I.P.S. Standard 50-1000 ul

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Ep T.I.P.S. Standard 2-200 ul

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
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Ep T.L.P.S Standard/Bulk 0,1-5ml

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

50 ml Zellkulturflasche, 25cm?

Falcon A Corning Brand, Tewksbury, USA

Discofix-3, 3-Wege-Hahn

B.Braun, Melsungen, Schweiz

Schott Duran, Laborglas

DWK Life Science, Wertheim, Deutschland

Silikonschlauch medizinischer Qualitét;
Innendurchmesser: 2,5 mm; Wanddicke: 1 mm

J. Lindemann GmbH, Helmstedt, Deutschland

Luer Adapter

Cole-Parmer GmbH, Wertheim, Deutschland

Helizyme, Enzymatischer Reiniger

B.Braun, Melsungen, Schweiz

250 ml Zellkulturflasche, 75 cm?

Falcon A Corning Brand, Tewksbury, USA

Eppendorf Reaktionsgefal, 5 ml

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

BD Discardit II, 5 ml

Becton Dickinson, Franklin Lakes, New Jersey,
USA

S-Monovette, Sml INC

Sarstedt AG & Co, Niimbrecht, Deutschland

Stauschlauch

Safety-Multifly-Kaniile

Sarstedt AG & Co, Niimbrecht, Deutschland

C-Chip, Neubauer Improved,
Einwegzidhlkammer

NanoEntek, Siidkorea

FluoroDish FD35-100

World Precision Instruments. Inc., Sarasota, USA

Culture-Insert 2 Well in p-Dish 35 mm (Spacer)

ibidi GmbH, Gréfelfing, Deutschland

Prazisionswischtiicher

Kimberly Clark Professional, Irving USA

Tabelle 3: Verwendete Laborutensilien

I1.1.4 Chemikalien und Losungen

Name

Hersteller

Agarose SERVA for DNA Electrophoresis

SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg,
Deutschland

Penicillin-Streptomycin (100x)

Merck/Biochrom, Berlin, Deutschland

FCS Superior (Fetales Kdlberserum)

Merck/Biochrom, Berlin, Deutschland

PBS ** (mit Ca*" und Mg?")

Sigma, Steinheim, Deutschland

PBS Dulbecco, w/o Ca*" w/o Mg>*

Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland

Dulbecco's PBS ohne Ca** und Mg**

Sigma, Steinheim, Deutschland

Citrate-dextrose solution (ACD)

SIGMA-ALDRICH, St. Louis, USA

Diluent C for General Membrane Labeling

SIGMA-ALDRICH, St. Louis, USA

Kodan Tinktur forte farblos

Schiilke & Mayr GmbH, Norderstedt, Deutschland
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Steriles Wasser (Ampuwa)

Fresenius Kabi Deutschland GmbH, Bad
Homburg, Deutschland

HEPES > 99,5% (titration)

SIGMA-ALDRICH, St. Louis, USA

Bovines Serumalbumin (BSA)

SERVA Electrophoresis
Deutschland

GmbH, Heidelberg,

Dulbecco's PBS mit Ca** und Mg>*

Sigma, Steinheim, Deutschland

Poly-L-Ornithine solution (0,01%)

SIGMA-ALDRICH, St. Louis, USA

Tabelle 4: Verwendete Zutaten und Chemikalien

Name

Hersteller

Recombinant Human IGF-I

Peprotech GmbH, Hamburg, Deutschland

Recombinant Human FGF-basic (154 a.a.)

Peprotech GmbH, Hamburg, Deutschland

Animal Free Recombinant Human EGF

Peprotech GmbH, Hamburg, Deutschland

Tabelle 5: Eingesetzte Wachstumsfaktoren

Name

Hersteller

5(6)-Tetramethylrhodaminisothiocyanat Wheat
Germ Agglutinin (TRITC-WGA)

Invitrogen, Eugene, Oregon, USA

4°,6-diamino-2-phenylindole dihydrochloride
(DAPI)

Molekular probes by life technologies, Eugene,
Oregon, USA

PKH-67 Green Fluorescent Cell Linker

SIGMA-ALDRICH,
Technologies

distributed by Phanos

Tabelle 6. Eingesetzte Farbstoffe

I1.1.5 Medien und Puffer

Name Inhalt Hersteller
3.7 g/L NaHCO3
4.5 g/ D- Glucose
Dulbecco’s MEM Stable glutamine Biochrom GmbH, Berlin,
Deutschland
w/0 Na-Pyruvate
low endotoxine
Titriplex 111 0,02%(EDTA) Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland
NacCl (8%)
EDTA-Puffer KCl1 (0,2%)
Na,HPOs (1,15%)
KH,PO4(0,2%)
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HEPES > 99,5% (titration) SIGMA-ALDRICH, St. Louis,
USA
HEPES-Puffer (10 mM) Steriles W A Fresenius  Kabi  Deutschland
teriles Wasser (Ampuwa) GmbH, Bad Homburg,
Deutschland
Tinzaparin-Natrium LEO Pharma GmbH, Neu-
Innohep ) Isenburg, Deutschland
20.000 Anti-Xa L.E./ml
HEPES Puffer 5 mM Sigma, Steinheim, Deutschland
D-Glucose Monohydrat
NaCL 140 mM
KCl 4mM
Thrombozyten-Puffer
ohne Calcium MgCly ImM
Pen/Strep Merck/Biochrom, Berlin,
Deutschland
NaOH
Bovines Serum Albumin 3,5g/L
Ampuwa
Trypsin (-) Phenol Red gibco by Life Technologies,
™
TrypLET Express Carlsbad, USA
Paraformaldehyd Roth, Karlsruhe, Deutschland
Paraformaldehyd 10%
Dulbecco’s PBS mit Ca?" und Mg?" | Sigma, Steinheim, Deutschland
Dulbecco's PBS mit Ca?" und Mg?* | Sigma, Steinheim, Deutschland
FACS-Puffer FBS Superior (Fetal Bovine Serum) | Merck/Biochrom, Berlin,
5% Deutschland

Tabelle 7: Eingesetzte Medien und Puffer

I1.1.6 Verwendete Zelllinie

Bei allen im  Folgenden  beschricbenen  Experimenten  wurden  nicht-kleinzellige
Bronchialkarzinomzellen A549 (RRID:CVCL _0023) (s. Abbildung 2) oder die von ihnen ausgehenden
Stammzellen verwendet. Diese humane Zelllinie wurde 1972 am Massachusetts Institute of Technology
von einem 58 Jahre alten Patienten gewonnen. Im Friihjahr 2017 wurde sie durch das Leibniz-Institut
DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH) fiir authentisch befunden.
Mittels Nonaplex PCR-Untersuchung konnte nachgewiesen werden, dass es sich um rein humane Zellen
handelt. Die Untersuchung von polymorphen Short Tandem Repeat Sequenzen zeigte eine signifikante

Ubereinstimmung mit der parentalen Zelllinie.
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Abbildung 2: Lichtmikroskopische Aufnahmen von adhdirent-wachsenden Tumorzellen der Linie A549 mit einem 5x (A)
und 10x (B) Objektiv.

II.2  Methoden
I1.2.1 Zellkultur
Alle Arbeiten in Verbindung mit der Zellkultur wurden, um Kontaminationen zu verhindern, unter der
Sterilwerkbank durchgefiihrt. Sofern nicht anders bezeichnet, wird die Zusammensetzung der im

Folgenden beschriebenen Medien und Puffer in Volumenprozent angegeben.

Die A549-Tumorzellen wurden bei 37 °C, 5% CO, und 100%iger Wasserdampfsittigung in 25 cm?
Zellkulturflaschen kultiviert. Uber einen leicht gedffneten Deckel konnte der Gasaustausch mit dem

Puffermedium gewihrleistet werden.

Handelsname Menge
Dulbecco’s MEM 90%
Penicillin-Streptomycin 1%
FCS Superior 9%

Tabelle 8: Zusammensetzung des Kulturmediums

Zur Herstellung des verwendeten Kulturmediums (vlg. Tabelle 8) wurden FCS Superior und Penicillin-

Streptomycin mit Hilfe des Millex-GV Filters steril filtriert.

Das Wachstum der Zellen wurde regelmifig lichtmikroskopisch kontrolliert. Bei einer 100%igen
Konfluenz wurden die Zellen passagiert. So konnte ihr Ubereinanderwachsen verhindert werden.
Hierfiir wurde das Kulturmedium abgesaugt und die adhirenten Zellen wurden mit 7 ml PBS”
gewaschen. AnschlieBend wurden sie mit 7 ml EDTA fiir ca. 20 min bei 37°C inkubiert und so vom
Flaschenboden abgeldst. Durch leichtes Beklopfen der Kulturflasche und die dadurch hervorgerufenen

Erschiitterungen lieB sich dieser Prozess beschleunigen.

Die Zellsuspension wurde in ein 15 ml Falcon Rohrchen tiberfiihrt und fiir 5 min bei 140 g zentrifugiert.

Daraufhin wurde der Uberstand abgesaugt und das entstandene Zellpellet in 3 ml Kulturmedium mit
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Hilfe einer Glaspipette bis zu 20 Mal resuspendiert. Dies diente der Losung von Zellagglomeraten. Die
vereinzelten Zellen konnten nun im gewiinschten Verhéltnis (beispielsweise 1:30) in mit 7 ml

Kulturmedium befiillte Kulturflaschen tiberfithrt werden.

Die Zellen wurden maximal bis zur 30. Passage fiir Experimente verwendet.

Ir.2.1.1 Vereinzelung der A549 Zellen

Die ersten Schritte zur Vereinzelung der A549-Tumorzellen entsprachen jenen der Passagierung im
Rahmen der Zellkultur. So wurde das Kulturmedium abgesaugt und die Kulturflasche mit 7 ml PBS™
gespiilt. Um eine bessere Vergleichbarkeit zu den Versuchsreihen mit Tumorstammzellen zu
gewihrleisten, erfolgte die Ablosung der Zellen vom Flaschenboden mit Hilfe von 7 ml TrypLE
Express. Wahrend der Inkubation bei 37°C iiber 8 Minuten wurden die Oberflédchenproteine der
Tumorzellen in der Art gespalten, dass die Zellen ihre Kontakte untereinander und zum Boden der
Kulturflasche 16sten. AnschlieBend wurde durch die Zugabe von 5 ml Kulturmedium die weitere
Aktivitdt des Trypsins geblockt. Die Zellsuspension wurde in ein Falcon Rohrchen {iberfiihrt und bei
140 g fiir 5 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und das entstandene Zellpellet mit

Hilfe einer 5 ml Glaspipette in 3 ml Kulturmedium resuspendiert.

I1.2.1.2 Selektion der Zellen mit stammzelldhnlichen Eigenschaften

Zur Isolierung jener A549-Zellen mit Stammzell-dhnlichen Eigenschaften wurde das gut etablierte
Sphere-formation Assay angewendet. Diese Methode beruht auf dem Phidnomen der Anoikis, dem
Apoptose-dhnlichen Zugrundegehen epithelialer Zellen nach ihrer Loslosung aus dem
Zellkollektiv (65). CSCs verfligen hingegen iiber einen mesenchymalen Charakter, der ihnen das
Wachstum unter nicht-adhésiven Bedingungen gestattet. Sie bilden dabei kugelige Agglomerate, die

man als Sphéroide (engl. spheres) bezeichnet.

11.2.1.3 Sphere-Formation Assay
Die Kultivierung der CSCs erfolgte in 75 ¢cm? Zellkulturflaschen bei 37 °C, 5% CO, und 100%iger

Wasserdampfséttigung. Fiir die Beschichtung des Flaschenbodens wurden 1,2 g Agarose Pulver in
100 ml Dulbecco’'s MEM gelost. Das Gemisch wurde dabei unterstiitzend in der Mikrowelle erhitzt.
Jeweils 8,4 ml der noch fliissigen Agarose konnten nun mit Hilfe einer 5000 pl Pipette in die
Kulturflaschen {iberfiihrt werden, sodass der Boden der Flasche gleichmiBig bedeckt war. Nach
ungefdahr 15-miniitiger Abkiihlzeit bildete die Agarose eine feste Schicht. Nun wurden 15 ml eines
vorgewarmten CSC-Kulturmediums zugefiigt. Dieses enthielt — anders als das Kulturmedium fiir
A549-Tumorzellen — kein fetales Kélber-Serum (vgl. Tabelle 9), da die darin enthaltenen

Wachstumsfaktoren eine ungewollte Differenzierung der Tumorzellen zur Folge gehabt hétten.
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Handelsname Menge
Dulbecco’s MEM 99%
Penicillin-Streptomycin 1%

Tabelle 9: Zusammensetzung des im Rahmen des Sphere-formation-Assays eingesetzten Kulturmediums

Zeitgleich erfolgte die Vereinzelung konfluierend gewachsener A549-Tumorzellen. Dies geschah
analog zu ihrer Subkultivierung mit Hilfe von PBS” und EDTA (s. oben). Nach ihrer Zentrifugation bei
140 g fiir 5 Minuten und der Entfernung des Uberstandes erfolgte die Resuspension des Zellpellets in
3 ml Kulturmedium fiir CSCs (s. Tabelle 9). Anschliefend wurden 750 pl der Zellsuspension in die mit
Agarose beschichteten 75 c¢m? Kulturflaschen gegeben. Verglichen mit der Zelldichte in den

konfluierend bewachsenen 25 cm? Zellkulturflaschen entsprach dies einem Verhiltnis von 1:12.

Zur Unterstiitzung des Sphéroid-Wachstums erfolgte die tdgliche Zugabe von Insulin-like Growth
Factor-1 (IGF), Fibroblast Growth Factor-basic (FGF) und Epidermal Growth Factor (EGF). Diese
wurden zuvor in sterilem Wasser und PBS™ + 0,1% bovinem Serumalbumin (BSA) auf eine
Konzentration von 2 pg/ml verdiinnt und anschlie3end bei -80 °C gelagert. Nach dem Auftauen wurden

jeweils 150 pl der Losungen den 75 cm? Kulturflaschen beigefiigt, wodurch ihre finale Konzentration

von 0,02 ug/ml erreicht werden konnte.

Abbildung 3: Lichtmikroskopische Aufnahme nicht-adhdisiv wachsender und Sphiiroid-bildender A549-Stammzellen mit
einem 5x Objektiv.

11.2.1.4 Vereinzelung der CSCs

Im Rahmen des Sphere-formation Assays bilden Zellen mit Stammzell-dhnlichen Eigenschaften
Sphiroide und liegen als Suspension im Kulturmedium vor (vgl. Abbildung 3). Die mit Agarose
beschichteten 75 cm? Kulturflaschen enthielten ungeféhr 15 ml Medium. Dieses wurde vor
Versuchsbeginn gleichméBig auf zwei Falcon Rohrchen verteilt. Es folgte ein Zentrifugationsschritt bei
140 g fiir 5 Minuten. Da sich die Sphéroide in ihrer GroB3e und Masse stark unterschieden, befanden sich
nachher nie alle Zellen im entstandenen Zellpellet. Um Zellverluste zu vermeiden, wurde der Uberstand

hier nicht vollstidndig abgesaugt. So wurden ungeféhr 2 ml Medium im R&hrchen belassen, in denen die
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an Boden und Wand gedriickten Zellen resuspendiert werden konnten. AnschlieBend wurde der Inhalt
der Falcon Rohrchen zusammengefiihrt. Es folgte ein weiterer Zentrifugationsschritt bei 140 g iiber
5 Minuten. Der Uberstand wurde dieses Mal vollstindig abgesaugt, das entstandene Zellpellet in 200 pl
TrypLE Express resuspendiert und fiir 8 Minuten im Wasserbad bei 37°C inkubiert. Anschlieend
wurde die enzymatische Reaktion durch die Zugabe von 5 ml Kulturmedium geblockt. Es folgte ein
weiterer Zentrifugationsschritt bei 140 g und 5 Minuten. Das nun entstandene Zellpellet wurde in 1 ml

Kulturmedium fiir CSCs resuspendiert.

I1.2.1.5 Zellzédhlung

Sowohl die A549-Tumorzellen als auch die von ihnen ausgehenden CSCs wurden vor jedem
Versuchsdurchlauf gezahlt. Aus der erhaltenen Zellsuspension wurden 10 pl in eine standardisierte
Ziahlkammer pipettiert. Unter dem Mikroskop zeigten sich die Zellen gleichméaBig auf vier Quadrate
verteilt. Nach der Auszihlung jedes dieser Quadrate ergab sich die Zelldichte in der Suspension anhand

folgender Formel:

YX=% Anzahl der Zellen in Quadrat(x)
4

%X 10.000 = Zelldichte [Zellen/ml]

Aus diesem Wert lie3 sich das Volumen berechnen, das erforderlich war, um 100.000 Zellen in den

Inkubationsansatz zu geben.

[1.2.2 Untersuchung der Tumorzell-Thrombozyten-Interaktion unter FlieBbedingungen

Ziel dieser Arbeit war es, die Wechselwirkungen von Thrombozyten und Tumorzellen der Linie A549
unter FlieBbedingungen qualitativ und quantitativ zu untersuchen. Hierfiir wurden PKH-67-gefarbte
Thrombozyten mit den Tumorzellen zusammengefiihrt und bei konstantem Fluss in einem Schlauch bei
37°C inkubiert. Die Wechselwirkung der beiden Zelltypen wurde mittels Durchflusszytometer
quantifiziert. Fir die qualitative Analyse der Interaktion wurden die Proben mit dem

Konfokalmikroskop untersucht.

Von besonderem Interesse war hierbei der Vergleich von differenzierten A549-Tumorzellen und den
selektierten CSCs. Zudem sollte der Einfluss von Tinzaparin, einem niedermolekularen Heparin, auf

diesen Prozess beleuchtet werden.

I1.2.2.1 Versuchsaufbau
Grundlage aller in dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente war der in Abbildung 4 dargestellte

Versuchsaufbau. Dabei wurden die Versuchszellen mit einem durch einen Perfusor erzeugten
konstanten Fluss durch ein Schlauchsystem getrieben, um dann am anderen Ende aufgefangen zu

werden.
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Abbildung 4: Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus. Der Inkubationsansatz wurde iiber den Drei-Wege-Hahn (2)
in das Schlauchsystem appliziert. Durch den vom Perfusor (1) erzeugten Vorschub von 159 mil/h wurde sie durch den im
Wasserbad befindlichen Schlauch (3) bewegt. Anschliefsend konnten die Zellen nach erfolgter Schlauchpassage aufgefangen
und fixiert werden (4).

Es konnte gezeigt werden, dass sich der Prozess der Metastasierung vor allem in den kleinen Arterien,
Arteriolen und Kapillaren des menschlichen Blutsystems abspielt (162). Aus Tabelle 10 wird ersichtlich,
dass diese Gefille physiologischerweise einen inneren Durchmesser von wenigen Millimetern
aufweisen. Die in der Versuchsreihe verwendeten Schlduche wurden dazu passend gewéhlt. Sie wiesen
einen Innendurchmesser von 2,5 mm auf. Zur Minimierung unerwiinschter Wechselwirkungen
zwischen den Versuchszellen und der Schlauchwand wurden Schléduche aus Silikon medizinischer

Qualitit (Wanddicke 1 mm) verwendet.

Gefiiss Durchmesser in Anzahi Blutmenge in Druck in Geschwindigkeit in
mm % mmHg m/s
Aorta 20 1 2 100 0.2
Arterien 5-1 1'000 8 90 - 80 0.05
Arteriolen 0.1-0.02 10'000'000 1 80-30 0.001
Kapillaren 0.01 1000'000'000 8 30-15 0.0003
Venolen 0.02-0.1 100'000'000 2 20-10 0.001
Venen 0.1-6 1000 30 10-5 0.05
Hohlvenen 20-30 2 25 5 0.15

Tabelle 10: Auflistung der Daten zu den verschiedenen Abschnitten des peripheren Gefdfssystems (163).

Um insbesondere wihrend langer Inkubationszeiten fiir die Versuchszellen konstante Bedingungen zu
schaffen, wurde der Schlauch wihrend jeder Versuchsreihe in ein Wasserbad bei 37°C gelegt. Dieses
verfligte liber einen Deckel, der wihrend des Versuchsdurchlaufs zum Lichtausschluss und damit zum
Erhalt der Leuchtkraft der eingesetzten Farbstoffe geschlossen blieb. Das eine Ende des Schlauches war
mit einem handelsiiblichen Perfusor verbunden, der den Inkubationsansatz mit einem konstanten Fluss
vorantrieb. Ein  zwischengeschalteter —Drei-Wege-Hahn  gestattete die  Zufithrung des
Inkubationsansatzes am Schlauchanfang. Das andere Ende war frei. Die Versuchszellen konnten hier

nach ihrer Schlauchpassage aufgefangen werden.

11.2.2.2 Bestimmung einer praktikablen Flussgeschwindigkeit

In den fiir die Metastasierung relevanten Gefdllen, den Arteriolen und kleinen Arterien, herrschen

laminare Stromungsverhéltnisse mit FlieBgeschwindigkeiten zwischen 1 und 50 mm/s (Tabelle 10). Bei
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Voruntersuchungen wurden passagierte Tumorzellen probatorisch mit unterschiedlichen
FlieBgeschwindigkeiten von 1, 3, 5 und 9 mm/s durch das Schlauchsystem bewegt. Hierbei erwies sich
eine FlieBgeschwindigkeit von 9 mm/s als praktikabel und reprisentativ fiir die physiologischen

Verhiltnisse.

Zur Erzeugung dieser FlieBgeschwindigkeit musste der Volumenstrom, also das Volumen pro Zeit, fiir
die Programmierung des Perfusors bestimmt werden. Dieser ergab sich aus dem Innendurchmesser des
verwendeten Silikonschlauches und der angestrebten Geschwindigkeit. Zunédchst musste hierfiir,
ausgehend von dem Innendurchmesser des Schlauches von 2,5 mm, die Querschnittsflache desselbigen

berechnet werden.
Querschnittsfliche (A) =r? xm
r=1,25mm
A = 4,908 mm?
Aus der angestrebten FlieSgeschwindigkeit v von 9 mm/s ergibt sich ein Volumenstrom I von:
I=AX%Xv
I = 4,908 mm? x 97—

mm?3

I =44,178

S

ml
I = 159,0408 e

Damit musste der Perfusor auf einen Volumenstrom von 159 ml/h eingestellt werden, um die

gewiinschte FlieBgeschwindigkeit von 9 mm/s zu generieren.

11.2.2.3 Anpassung der Schlauchlinge

In den im Folgenden beschriebenen Experimenten sollte das AusmaBl der Wechselwirkung von
Tumorzellen und Thrombozyten nach unterschiedlichen Inkubationszeiten untersucht werden. Zur
Erstellung einer solchen Zeitreihe bei gleichen FlieBbedingungen waren Schlauchabschnitte
unterschiedlicher Lange erforderlich. Die Langen dieser Abschnitte (vgl. Tabelle 11) ergaben sich aus

der folgenden Formel:

mm
Schlauchlinge [mm] = FlieRgeschwindigkeit [T] x Inkubationszeit[s]
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Hieraus resultierten fiir die angestrebten Inkubationszeiten folgende Schlauchldangen:

Inkubationszeit Schlauchlinge
1 min 0,54 m
2,5 min 1,35 m
5 min 2,70 m
15 min 8,10 m
30 min 16,2 m
45 min 243 m

Tabelle 11: Benotigte Schlauchlingen im Bezug zur angestrebten Inkubationszeit

11.2.2.4 Pflege der Schlduche

Um den Einfluss potenziell verbliebener Zellreste auszuschlieen, wurden die Schlauchabschnitte vor
jedem Versuchsdurchlauf mit Helizyme gereinigt. Hierfiir wurde das Detergens im Verhéltnis 1:100 mit
sterilem Wasser verdiinnt. Um eine optimale Reinigung zu erzielen, wurden die Silikonschlduche mit
dieser Losung befiillt, an den Enden verschlossen und fiir 5 min im Wasserbad bei 37°C inkubiert.

Danach wurden die Schlduche mit PBS” griindlich gespiilt.

I1.2.3 Thrombozytenvorbereitung

Die Thrombozyten wurden vor jedem Versuchsdurchlauf frisch von Mitarbeitern des Instituts nach
informierter Einwilligung gemd3 der WMA Deklaration von Helsinki gewonnen (164). Relevante
Grunderkrankungen und die bis zu zehn Tagen zuriickliegende Einnahme von antikoagulatorisch
wirksamen und Thrombozytenaggregationshemmenden Medikamenten wurden erfragt und

ausgeschlossen. Das Vorgehen bei der Blutentnahme entsprach den aktuellen Krankenhausstandards.

11.2.3.1 Blutentnahme

Durch einen Stauschlauch wurde der vendse Blutfluss oberhalb des Ellenbogens unterbunden. Die Haut
iiber der zu punktierenden Vene wurde mehrmals unter Einhaltung vorgegebener Einwirkzeiten
desinfiziert. Nach Punktion des Gefédfles konnte die bendtigte Menge an Blut entnommen werden. Das
in den verwendeten S-Monovetten enthaltene Citrat verhinderte die vorzeitige Aktivierung der

Thrombozyten.

11.2.3.2 Féarbung der Thrombozyten mit PKH-67
Zur weiteren Hemmung der Thrombozyten wurden 10% (v/v) ACD-Puffer (in diesem Falle 500 pl) in

die S-Monovette gegeben. Anschliefend wurden die Rohrchen fiir 20 min bei 270 g zentrifugiert. So
konnte eine Auftrennung der Blutbestandteile erreicht werden. Ihrer geringen Masse entsprechend
wurden die Thrombozyten in der obersten Schicht, dem sogenannten platelet-rich-plasma (PRP),
aufkonzentriert (Abbildung 5). Das PRP wurde fiir die weiteren Arbeitsschritte in ein 15 ml Falcon

Rohrchen iiberfiihrt. Durch den Einsatz einer Transferpipette mit weiter Offnung sollten die dabei
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entstehenden Scherkridfte minimiert werden. Dabei wurde stets ein Sicherheitsabstand von ungefahr

1 cm zur nichsten Zellschicht eingehalten, um die Mitnahme weifler Blutzellen zu verhindern.

Abbildung 5: Darstellung einer Blutprobe nach erfolgter
Zentrifugation. Entsprechend der zelluliren Masse und ihrer
Konzentration bilden sich drei Schichten aus. Hierbei finden sich die
Erythrozyten unten im Réhrchen. Durch eine schmale Schicht aus

il PRP Leukozyten getrennt zeigt sich oben im Rohrchen das Thrombozyten-
reiche Plasma (PRP).

Leukozyten

Erythrozyten

Zum PRP wurde nun das gleiche Volumen Thrombozyten-Puffer (zumeist 2 ml) und erneut 10% (v/v)
ACD-Puffer hinzugegeben. Eine Durchmischung erfolgte iiber vorsichtiges, zweimaliges Invertieren.
AnschlieBend wurde die Lésung bei 500 g fiir 10 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt
und das Zellpellet in 1 ml Diluent C resuspendiert. Zeitgleich wurden in einem separaten Eppendorf
Reaktionsgefdall 4 ul des Membran-Farbstoffs PKH-67 mit 1 ml Diluent C verdiinnt. Die beiden

Loésungen wurden zusammengefiihrt und durch zweimaliges Resuspendieren vorsichtig vermischt.

Alle nun folgenden Schritte fanden unter strengem Lichtausschluss statt, um ein Ausbleichen des

Farbstoffs zu verhindern.

Die Thrombozyten wurden fiir 5 min bei Raumtemperatur mit dem Farbstoff inkubiert. Nach Ablauf
dieser Zeit wurde die Farbung durch Zugabe von 10 ml Thrombozyten Puffer (ohne Ca?")und 10% (v/v)
ACD-Puffer geblockt. Dabei wurde der verbleibende Farbstoff an die im Puffer befindlichen Proteine
gebunden. Nach einer Wartezeit von einer Minute erfolgte ein weiterer Zentrifugationsschritt bei 500 g
fiir 10 Minuten. Das dabei entstandene Zellpellet wurde zuletzt in 4 ml Thrombozyten-Puffer (ohne
Ca*) resuspendiert. Die resultierende Thrombozytenkonzentration lag, ausgehend von den

durchschnittlichen Werten gesunder Erwachsener, bei schiatzungsweise 250.000.000 Zellen/ml.

11.2.3.3 Erstellung der Kontrolle
Die Wechselwirkung zwischen Tumorzellen und PKH-67-gefirbten Thrombozyten sollte anhand des

Fluoreszenzzuwachses der Tumorzellen im Durchflusszytometer bestimmt werden. Als Referenzwert
wurde bei jedem Versuchsdurchlauf eine Kontrolle mit ungeférbten Thrombozyten durchgefiihrt. Die
Erstellung der Kontrollldsung erfolgte analog zu den oben beschriebenen Schritten, unter Aussparung

der Zugabe des PKH-67-Farbstoffs.
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[1.2.4 Die Anwendung von Tinzaparin

Neben der Zugabe von Tinzaparin in den Inkubationsansatz wurden bei den entsprechenden
Versuchsreihen die Thrombozyten bereits bei ihrer Vorbereitung mit Tinzaparin inkubiert. So sollten
die in vivo-Bedingungen in heparinisierten Patienten dargestellt werden, wonach CTCs im Blut auf

bereits inhibierte Thrombozyten treffen.

Der Wirkstoff Tinzaparin wurde in einer 0,5 ml Spritze mit einer Konzentration von 20.000 U/ml
geliefert. Die Verdiinnung erfolgte in zwei Schritten: Zuerst wurden 20 pl der Tinzaparin-Losung mit
980 ul PBS** gemischt. Zu der erhaltenen 2%igen Lésung wurden nun 9 ml PBS** gegeben. Man erhielt

so eine Verdiinnung auf 0,2% und damit eine Wirkstoffkonzentration von 40 U/ml.

Bei Tinzaparin-behandelten Patienten wird eine Blutkonzentration des Wirkstoffs von ungeféhr 1 U/ml
empfohlen (165). Um diese Wirkstoff-Konzentration zu erreichen, wurden der Thrombozyten-
Suspension, nach erfolgter Farbung, je Milliliter 25 ul der erstellten Tinzaparin-Lsung beigefligt. Die

Zellen wurden anschlieffend fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.

I1.2.5 Erstellung des Inkubationsansatzes
Zur Erstellung des Inkubationsansatzes (vgl. Tabelle 12) wurde ein 5 ml Eppendorf Tube mit 1 ml

Kulturmedium befiillt. Durch die Zugabe von 20 ul einer HEPES gepufferten Losung (10 mM in
sterilem Wasser) konnte auch wahrend der Schlauchpassage ein konstanter pH-Wert gewdhrleistet
werden. AnschlieBend wurden 100.000 A549-Tumorzellen bezichungsweise ihre CSCs beigefiigt. Die
Zugabe von 1 ml der Thrombozyten-Suspension erfolgte erst unmittelbar vor Versuchsbeginn. Eine
Verfélschung der Ergebnisse durch vorzeitigen Kontakt der beiden Zellenarten konnte so vermieden

werden.

Zur Untersuchung der Wirkung von Tinzaparin wurden die Thrombozyten bereits nach ihrer Farbung
mit dem niedermolekularen Heparin fiir 30 min inkubiert. Die Zugabe von weiteren 25 pl zum
Inkubationsansatz ~ sollte  einer  Verdinnung des  Wirkstoffs  entgegenwirken.  Die

Tinzaparin-Konzentration im Inkubationsansatz entsprach demnach 1 U/ml.

Substrat Menge
Kulturmedium/Sphere-Medium (s.0) 1 ml
HEPES-Puffer 20 ul

A549 Zellen in Kulturmedium/SphereCells in | 100.000 Zellen
Sphere-Medium

Thrombozyten in Thrombozytenpuffer 1 ml (ca. 250 Mio Thrombozyten)

Ggfalls. Tinzaparin (40 U/ml) 25 ul

Tabelle 12: Zusammensetzung des Inkubationsansatzes
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I1.2.6 Versuchsdurchfiihrung

Der fertige Inkubationsansatz wurde in eine 5 ml Spritze iiberfiihrt. Zur Vermeidung von Scherkriften
wurde hierfiir ihr Kolben entfernt, sodass der Inkubationsansatz von hinten in die Spritze vorsichtig
hineingegossen werden konnte. Der Kolben wurde anschlieBend wieder in die Spritze eingefiihrt.
Hierbei wurde darauf geachtet, dass stets eine Luftblase mit einem Volumen von mindestens 2 ml in der
Spritze verblieb. Der Inhalt der Spritze konnte nun iiber den in den Versuchsaufbau integrierten Drei-
Wege-Hahn in das Schlauchsystem appliziert werden (vgl. Abbildung 4). Der Schlauch war durch die
oben beschriebenen Reinigungsschritte bereits mit PBS™" gefiillt.

Um reibungslose Uberginge zu gewihrleisten, wurde der Perfusor bereits vor der Fertigstellung des
Inkubationsansatzes eingeschaltet. Der Perfusor konnte iiber die Stopp-Funktion angehalten werden.
Die Luer-Slip Diise der Spritze wurde in die freie Offnung des Drei-Wege-Hahns gesteckt und der Inhalt
der Spritze direkt in den Versuchsschlauch gedriickt.

Die Spritze wurde zuerst so gehalten, dass die Diise senkrecht nach oben zeigte. Die in der Spritze
enthaltene Luft befand sich zwischen dem Inkubationsansatz und der Diise. Durch langsamen Vorschub
des Kolbens konnte so die Hélfte der Luft in das Schlauchsystem appliziert werden. Die dabei
entstandene Luftblase diente als Abschirmung zwischen dem Inkubationsansatz und dem davor
liegenden PBS™. Anschlieend wurde die Spritze umgedreht und der Inkubationsansatz in den Schlauch
gegeben. Mit der noch in der Spritze befindlichen Luft wurde auch hinter dem Inkubationsansatz eine

abgrenzende Luftblase erzeugt (vgl. Abbildung 6).

Abbildung 6: Schematische Darstellung des Inkubationsansatzes im Schlauchsystem. Der Vorschub des
Inkubationsansatzes (3) im Schlauch wurde iiber die Phosphat-gepufferte Salzlosung PBS™* (1) vermittelt. Eine
Durchmischung der beiden Fliissigkeiten konnte tiber die Setzung zweier Luftblasen (2) vor und hinter dem Inkubationsansatz
erreicht werden. (Zeichnung von Jana Katharina Schmitz nach Dominik Berger)

Insbesondere bei lingeren Inkubationszeiten wurden mehrere Inkubationsansitze unmittelbar
aufeinanderfolgend in denselben Schlauch gegeben. Um eine Stase zu verhindern wurde der Perfusor
erst nach Anschluss der Spritze liber die Stopp-Funktion angehalten. Der Fluss wurde nun nach
Umstellung des Drei-Wege-Hahns durch einen konstanten Druck auf den Kolben der Spritze manuell
aufrechterhalten. Hierbei wurde darauf geachtet, dass die FlieBgeschwindigkeit ungefihr den
angestrebten 9 mm/s entsprach. Nach erfolgter Applikation wurde der Drei-Wege-Hahn wieder

zuriickgestellt und der Perfusor erneut gestartet.
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[1.2.7 Fixierung der Zellen

Am anderen Ende des Schlauches wurden die Zellen mit einem 5 ml Eppendorf Reaktionsgefaf3
aufgefangen. Fiir die Auswertung im Durchflusszytometer wurden sie hierbei direkt fixiert. Dafiir
befanden sich in diesem 250 pl des Fixativs Paraformaldehyd (10%) (PFA). Zusammen mit den 2 ml
Inkubationsansatz ergab sich eine PFA-Konzentration von 1%. Fiir die Fixierung wurde die Probe
30 Minuten auf Eis unter Lichtausschluss gelagert. Durch diese Schritte wurde jede weitere Interaktion

der beiden Zellgruppen nach der Schlauchpassage verhindert.

I1.2.8 Auswertung

Fiir die Auswertung des oben beschriebenen Experiments wurden zwei verschiedene Verfahren
angewendet: Eine quantitative Analyse erhielt man im Durchflusszytometer. Jede Zelle des Experiments

wurde hier einzeln hinsichtlich ihrer GroB3e, Granularitdt und Farbung erfasst.

Unter dem Konfokalmikroskop konnten einzelne Zellen gezielt untersucht werden, um die Art und
Weise der Wechselwirkung zwischen Thrombozyten und Tumorzellen zu beurteilen. Die hierbei
entstandenen Aufnahmen stellten somit auch einen wichtigen Priifstein fiir die Validitidt des

Verfahrens dar.

11.2.8.1 Funktionsprinzip eines Durchflusszytometers

Das Prinzip der Durchflusszytometrie beruht auf dem Ansaugen der in der Probe vorhandenen Zellen
durch eine Kapillare. Durch ihren geringen Innendurchmesser passieren die zu untersuchenden Zellen
diese nur nacheinander. So konnen sie einzeln durch einen Laser optisch abgetastet werden. Dieser Laser
erfasst neben dem Fluoreszenzverhalten der Zellen vor allem zwei Eigenschaften: Der Forward Scatter
stellt ein Mal fir die GroBe der Zelle dar. Der Sideward Scatter hingegen gibt einen Hinweis auf ihre

Granularitét.

11.2.8.2 Waschschritte vor der Untersuchung im Durchflusszytometer
Auf die Fixierung folgten zwei Waschschritte im sogenannten F'4CS-Puffer. So sollte das PFA aus der

Loésung entfernt und die Zellen fiir die Auswertung im Durchflusszytometer vorbereitet werden.

Die Reaktionsgefale wurden hierfiir 5 Minuten bei 140 g zentrifugiert. AnschlieBend wurde der
Uberstand abgesaugt. Das Pellet wurde in 1 ml FACS-Puffer resuspendiert und ein weiteres Mal bei
140 g fiir 5 Minuten zentrifugiert. Erneut wurde der Uberstand abgesaugt und das Pellet, dieses Mal in
300 pl FACS-Puffer, resuspendiert. Die Probe war nun bereit fir die Auswertung im

Durchflusszytometer.

Die Proben wurden unmittelbar vor der Datenerfassung im Durchflusszytometer mehrmals mit einer
1 ml Pipette angesaugt und wieder abgelassen. Hierdurch sollten Zellagglomerate gelost und
abgesunkene Zellen vom Boden mobilisiert werden. Verbliebene Zellhaufen und grobe

Verschmutzungen wurden durch den Einsatz eines Filterpapiers, Mesh-Einheit 120, bei der Uberfithrung
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ins FACS-Rohrchen beseitigt. Hierdurch sollte vor allem das Verstopfen der Kapillare verhindert

werden. Auch bei diesen Schritten wurde stets auf eine addquate Lichtabschirmung geachtet.

11.2.8.3 Auswertung im Durchflusszytometer

Fiir die Auswertung der Versuche wurde ein GUAVA ecasyCyte der Firma Millipore mit einem
Exzitationslaser der Wellenldnge 488nm angewendet. Dieser wurde freundlicherweise von Prof. Eble
aus dem Institut fiir Biochemie der Universitdt Miinster zur Verfligung gestellt. Die Datenerfassung
erfolgte iiber die vom Hersteller empfohlene Software GuavaSoft InCyte. Die Auswertung und

graphische Darstellung der im Durchflusszytometer gesammelten Daten erfolgte mittels FlowJo v10.

11.2.8.4 Gating-Strategie

Die Tumorzellen lassen sich anhand ihrer GroB8e und Granularitit (Forward- vs. Side-Scatter) klar von
den Thrombozyten unterscheiden (erste Sdule in Abbildung 7). Durch die Gegeniiberstellung des
Forward-Scatters iiber die Fliche und die Hohe der Zellen (Forward-height vs. Forward-area-Scatter)
lieBen sich Zellagglomerate aussortieren (zweite Sdule Abbildung 7), sodass nur noch vereinzelte
Tumorzellen, sogenannte singlets, beriicksichtigt wurden. Fiir diese Zellen lieB sich ihre individuelle
Fluoreszenzintensitét bestimmen (dritte S&ule Abbildung 7). Bei den Versuchsdurchlédufen wurde fiir
jede Inkubationszeit eine Kontrolle (Thrombozyten ohne PKH-67-Férbung) erstellt, die Aufschluss tiber
die Eigenfluoreszenz der Versuchszellen gab. Anhand dieser Kontrollen konnte ein Grenzwert
festgelegt werden, iiber dem genau 1% der Kontrollzellen lag. Dieser Grenzwert wurde anschlieBend
auf die Versuchsgruppen iibertragen (vierte Sdule Abbildung 7). Dabei wurde stets die entsprechende
Kontrolle im selben Versuchsdurchlauf mit gleicher Inkubationszeit angewendet. Hierdurch konnte der
Anteil der Tumorzellen bestimmt werden, der durch die Wechselwirkung mit PKH-67-gefarbten
Thrombozyten einen relevanten Fluoreszenz-Zuwachs erfahren hatte und im Folgenden als Anteil

positiver Zellen bezeichnet wird.
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Abbildung 7: Gating-Strategie zur Identifizierung der A549-Tumorzelen, Beseitigung von Duplets und Bestimmung des
Anteils positiver Zellen. Dargestellt sind exemplarische Proben der Zellreihe A549 nach 5- (B) und 45-miniitiger (C)
Inkubation mit PKH-67-gefdrbten Thrombozyten unter Fliesbedingungen. A: Die Kontrolle wurde durch die 5-miniitige
Schlauchpassage der A549-Zellen mit nicht-gefirbten Thrombozyten gewonnen. Erste Sdiule: Das Gating der
A549-Tumorzellen erfolgte anhand ihrer Gréfie und Granularitit (Forward- vs. Side-Scatter). Zweite Siule: Zellagglomerate
wurden durch die Gegeniiberstellung des Forward-Scatters iiber die Fliche und die Héhe der Zellen (Forward-height vs.
Forward-area-Scatter) —aussortiert. Dritte Sdule: Auf diese Weise gelang die Bestimmung der individuellen
Fluoreszenzintensitdt der Zellen. Vierte Sdule: Der Grenzwert, ab dem Tumorzellen einen relevanten Fluoreszenzzuwachs
erfahren hatten und somit als positiv zu werten waren wurde anhand der entsprechenden Kontrolle festgelegt. Somit ist der
Grenzwert nach 45 min (C) nicht identisch mit dem nach 5 min (A und B).

I1.2.8.5 Untersuchung mit dem Konfokalmikroskop

Fiir die Visualisierung der Tumorzellen wurde das Konfokalmikroskop TCS SP8 der Firma Leica mit
einem 63x Olimmersionsobjektiv verwendet. Nach der Schlauchpassage erfolgte ihre Firbung mit
verschiedenen Farbstoffen. Dabei wurden sowohl A549-Zellen als auch CSCs nach 5- und 45-miniitiger
Inkubationszeit untersucht. Die Thrombozyten wurden bereits im Rahmen der Vorbereitung mit dem
Membranfarbstofft PKH-67 gefarbt. Die Untersuchung fand auf einem vorbehandelten
Glasbodenschélchen (FluoroDish) statt.

11.2.8.6 Vorbereitung des FluoroDish

Das FluoroDish wurde vor Gebrauch mit 70%igem Ethanol gesdubert und mit einem fusselfreien
Prizisionswischtuch getrocknet. AnschlieBend wurde ein Spacer mit leichtem Druck am Boden des
FluoroDish fixiert. Dieser begrenzt die Flache, auf der sich die Zellen verteilen kénnen und gestattet

somit bessere Ubersichtsaufnahmen.
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Fiir die Beschichtung des Dish-Bodens wurden 300 ul Poly-L-Ornithin in den Innenbereich des Spacers
gegeben und bei 37°C fiir eine Stunde inkubiert. Anschliefend wurden die Reste des Poly-L-Ornithin
abgesaugt und die Beschichtung des FluoroDish mit 300 ul PBS”- gewaschen. Nach dem Absaugen des
PBS” konnte der Inkubationsansatz auf das FluoroDish gegeben werden. Nach ungefihr 15 Minuten
waren die Versuchszellen auf dessen Boden abgesunken und dort durch die Poly-L-Ornithin-

Beschichtung immobilisiert. Die Aufnahmen erfolgten mit einem 63x Olimmersions-Objektiv.

11.2.8.7 TRITC-WGA- und DAPI-Féarbung

Zur Fiarbung der Tumorzellen wurden die Farbstoffe 5(6)-Tetramethylrhodaminisothiocyanat-Wheat
Germ Agglutinin (TRITC-WGA) und 4°,6-diamino-2-phenylindole dihydrochloride (DAPI) verwendet.
DAPI setzt direkt an der DNA an und bewirkt so eine Blaufarbung des Zellkerns. WGA ist ein Lektin,
das spezifisch an Kohlenhydratstrukturen der Glykokalyx binden und so zusammen mit TRITC die
Zellmembran rot darstellen kann. Die Fixierung einer Zelle mit PFA kann ihre Permeabilisierung zur
Folge haben. Die Fiarbung der Zellmembran mit TRITC-WGA musste also vor dieser erfolgen. Die
entsprechenden ReaktionsgefdBe wurden vor Versuchsbeginn anstelle von PFA mit 20 pl
TRITC-WGA (1:100) befiillt. Der Inkubationsansatz wurde nach der Schlauchpassage hierin
aufgefangen. Nach einer 5-mintitigen Inkubationszeit bei Raumtemperatur und unter Lichtausschluss

wurde die Probe flir 5 Minuten mit 140 g zentrifugiert.

AnschlieBend wurde der Uberstand abgesaugt und das entstandene Zellpellet in 1ml PBS™* + 1%igem
PFA resuspendiert. Die Fixierung fand — wie oben beschrieben — durch 30-miniitige Inkubation auf Eis
unter Lichtausschluss statt. Es folgte ein Waschschritt der Zellen mit dem F4CS-Puffer. Hierfiir wurden
die Zellen fiir 5 Minuten bei 140 g abzentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt. Das Zellpellet
wurde in 500 pl FACS-Puffer resuspendiert. Zur Farbung der Zellkerne wurden der Losung zuletzt 2 pl

des Farbstoffs DAPI zugegeben. Die Probe konnte so auf das vorbereitete FluoroDish gegeben werden.

I1.3  Statistische Analysen

Statistische Tests wurden mit SPSS 25 durchgefiihrt. Im Folgenden bezeichnet ,,N*“ die Anzahl der
biologischen Replikate. Diese zeichnen sich durch denselben Versuchsablauf unter Verwendung von
Tumorzellen aus unterschiedlichen Kulturflaschen und Thrombozyten, die zu einem anderen Zeitpunkt
oder aus einem anderen Spender beziechungsweise einer anderen Spenderin gewonnen wurden. N ist bei
den Versuchen zur Wechselwirkung zwischen Tumorzellen/Tumorstammzellen und Thrombozyten
sowie zur Wirkung des niedermolekularen Heparins Tinzaparin stets > 3. Im Rahmen der Methoden-
Etablierung wurden Voruntersuchungen mit N < 3 durchgefiihrt. Dariiber hinaus gibt ,,n* die Anzahl
der technischen Replikate und damit die Anzahl an Versuchsdurchldaufen mit Tumorzellen gleicher

Passagezahl und aus derselben Blutentnahme eines Spenders gewonnen Thrombozyten an.

Zum Vergleich der verschiedenen Versuchszellgruppen wurde die mittlere Fluoreszenzintensitét (MFI)

anhand des geometrischen Mittelwertes der absoluten Fluoreszenzintensitit aller untersuchten Zellen
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herangezogen. Dieser zeigt sich, dhnlich wie der Median, robust gegen die im Durchflusszytometer
haufig auftretenden Ausreiler. Fiir das arithmetische Mittel dieser MFIs einer Versuchskonstellation
konnte anhand des Shapiro-Wilk-Tests eine Normalverteilung nachgewiesen werden. Zur
Signifikanztestung des Fluoreszenzzuwachses einer Versuchsgruppe im Vergleich zu ihrer Kontrolle
wurde ein gepaarter t-Test angewendet. Unterschiede zwischen differenzierten A549-Tumorzellen und
CSCs hinsichtlich ihres Anteils an positiven Zellen und ihrer MFI wurden mittels ungepaarten t-Tests
auf ihre Signifikanz hin untersucht. Auch hier bescheinigte der Shapiro-Wilk-Test eine
Normalverteilung der Daten. Gleiches gilt fiir den Vergleich Tinzaparin-behandelter und ungehemmter

Proben.

In den Punkt- und Balkendiagrammen umfasst der Fehlerbalken stets eine Standardabweichung.
Verbindungslinien wurden hier iiber Spline-Interpolation erstellt. Zur besseren Ubersicht der teilweise
stark divergierenden Fluoreszenzintensitdt der Versuchszellen weist die x-Achse in den Histogrammen

eine logarithmische Skalierung auf.

Das Signifikanzniveau betrdgt 5%. Eine weitere Spezifizierung der Signifikanzwerte ist in den

Legenden mit folgendem Schema angegeben: * £ p <0,05; ** 2 p <0,01; *** 2 p <0,001.
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1T Ergebnisse

III.1 Die Interaktion differenzierter A549-Tumorzellen und Thrombozyten unter
FlieBbedingungen

Zur Beurteilung der Interaktionsmuster zwischen Tumorzellen der Reihe A549 und Thrombozyten unter
physiologischen Bedingungen im Blutkreislauf wurden diese gemeinsam in einem Schlauchsystem
inkubiert. Durch die Erzeugung eines laminaren Flusses mit einer FlieBgeschwindigkeit von 9 mm/s
wurden die Stromungsverhéltnisse simuliert, die in den kleinen Arterien und Arteriolen (1 - 50 mm/s)
vorherrschen (s. Tabelle 10). Der probatorische Einsatz langsamerer Flussgeschwindigkeiten resultierte
in einem starken Riickgang der am anderen Ende des Schlauches nachweisbaren Zellen. So fanden sich
bei Geschwindigkeiten von 1 mm/s keine und bei 3 und 5 mm/s nur noch ein Bruchteil der zugefiihrten

Zellen nach erfolgter Schlauchpassage im Inkubationsansatz wieder.

Die Verwendung von Schlauchstiicken unterschiedlicher Lénge gestattete die Erstellung einer Zeitreihe.
Die Versuchszellen wurden nach ihrer Schlauchpassage mit 1%igem PFA fixiert, sodass keine weiteren
Wechselwirkungen zwischen ihnen stattfinden konnten. Anschlieend erfolgte die Beurteilung der
Tumorzellen im Durchflusszytometer. Sie wurden fiir diese Untersuchung nicht gefarbt und zeigten
lediglich eine geringe Eigenfluoreszenz. Diese konnte auch anhand der Kontrollen mit nicht-gefarbten
Thrombozyten erfasst werden (graue Kurve, Abbildung 8). Fiir die Versuchsdurchldufe wurden die
Thrombozyten mit dem Membranfarbstoff PKH-67 gefarbt. Eine Steigerung der Fluoreszenzintensitét
der Tumorzellen erlaubte somit Riickschliisse auf ihren bestdndigen Kontakt zu mindestens einem
gefdarbten Thrombozyten. Diese mittlere Fluoreszenzintensitdt (MFI) wurde fiir die Versuchszellen

anhand des geometrischen Mittelwertes ihrer absoluten Werte erfasst.

So zeigten die A549-Tumorzellen bereits nach einer Inkubationszeit von 5 Minuten in Bezug zur
Kontrolle einen signifikanten Zuwachs ihrer MFI. Dieser Effekt nahm im zeitlichen Verlauf weiter
zu (Abbildung 8). Hierbei fiel auf, dass zu Beginn der Zeitreihe nicht alle Tumorzellen am Zuwachs der
MFI beteiligt zu sein schienen. Lediglich eine kleine Subgruppe offenbarte eine sichtbar gesteigerte
Fluoreszenzintensitdt, was sich im Histogramm durch die Ausbildung einer sogenannten Schulter
darstellt (Abbildung 8; 5 und 15 min). Erst nach 30-miniitiger Inkubationszeit ist eine Verschiebung des
Hauptpeaks (sog. peak shiff) zu beobachten, der auf die Beteiligung aller Tumorzellen schlielen 14sst.
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Abbildung 8: Zeitabhiingiger Fluoreszenzzuwachs von A549-Tumorzellen nach der Inkubation mit PKH-67-gefiirbten
Thrombozyten unter Fliefibedingungen. Als Kontrolle ist hier ein Versuchsdurchlauf von 5 min mit nicht-gefirbten
Thrombozyten dargestellt (graue Linie). B zeigt die Kurven aus A in einem versetzten Histogramm. In der Tabelle wird dariiber
hinaus die Entwicklung des geometrischen Mittelwertes der Fluoreszenzintensitit (Geometric Mean: GRN-B-ALin) der
jeweiligen Probezellen dargestellt. Der Count gibt die Anzahl der in dieser Kurve dargestellten Zellen an. Nach kurzen
Inkubationszeiten von 5 und 15 min wiesen nur wenige Tumorzellen einen durch Schulter-Bildung sichtbaren
Fluoreszenzzuwachs auf. Spdter war ein peak shift und damit die Beteiligung des Grofteils der Tumorzellen zu beobachten.
Diese Abbildung zeigt die Ergebnisse eines reprdsentativ ausgewdhlten Experiments der Versuchsreihe mit A549-Tumorzellen
mit insgesamt N = 3 und n = 8. Unter Beriicksichtigung aller Replikate zeigte sich im gepaarten t-Test, verglichen mit der
jeweiligen Kontrolle, ein signifikanter Zuwachs der mittleren Fluoreszenzintensitit zu allen gemessenen Zeitpunkten.
*p < 0,05 vs. Kontrolle; ** p < 0,01 vs. Kontrolle;, *** p < 0,001 vs. Kontrolle.

Bei jedem einzelnen Versuchsdurchlauf wurde zu jeder Inkubationszeit dem Inkubationsansatz eine
Kontrolle mit ungefdrbten Thrombozyten vorausgeschickt. Diese Kontrolle gestattete die Festlegung
eines Fluoreszenz-Grenzwertes, der den Zellen mit hoherer Fluoreszenzintensitit die Interaktion mit
mindestens einem PKH-67-gefarbten Thrombozyten bescheinigte. So konnte fiir jeden
Versuchsdurchlauf der Anteil dieser positiven Zellen an der Gesamtpopulation bestimmt werden. Aus
der wiederholten Durchfiihrung der Versuchsreihe ergab sich, dass durchschnittlich 23 + 10% der
A549-Tumorzellen bereits nach 5 Minuten positiv waren. Dieser Anteil stieg im zeitlichen Verlauf in
nahezu sigmoidaler Form an, sodass nach 15 Minuten 27 + 8%, nach 30 Minuten 56 £ 9% und nach

45 Minuten 79 + 8% der Tumorzellen ein positives Ergebnis aufwiesen (Abbildung 9).
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Zur besseren Beurteilung der zugrundeliegenden Interaktionsmuster zwischen Tumorzellen und
Thrombozyten wurden Aufnahmen mit dem Konfokalmikroskop bei 63-facher VergroBerung erstellt.
Hier lassen sich durch den Einsatz verschiedener Farbstoffe Zellstrukturen gezielt darstellen. Durch das
Erzeugen optischer Schnittbilder ist dabei ihre rdumliche Anordnung sicher nachzuvollzichen. Die
Tumorzellen wurden dazu nach erfolgter Schlauchpassage noch vor ihrer Fixierung an der Membran
mit TRITC-WGA und anschlieBend am Zellkern mit DAPI angefdarbt. Durch verschiedene
Waschschritte konnten {iberschiissige Thrombozyten entfernt und so die Beurteilung der Tumorzellen

verbessert werden.

In Abbildung 10 und 11 stellen sich die Tumorzellen rund und damit nicht adhésiv dar. Ihre
Zellmembran (rot) und ihr Zellkern (blau) lassen sich gut voneinander abgrenzen. Die deutlich kleineren
Thrombozyten weisen durch PKH-67 eine grime Farbung auf. Es zeigte sich, dass zahlreiche
Thrombozyten nach der kurzen Inkubationszeit von 5 Minuten &uflerlich an den Tumorzellen
adhirierten. Die damit einhergehenden Uberlagerungen der Membran-Farbstoffe stellen sich gelblich

dar (Abbildung 10).

44



Ergebnisse

—
10 pm

Abbildung 10: Interaktionsmuster zwischen Thrombozyten und A549-Tumorzellen nach 5-miniitiger Inkubation unter
Fliefbedingungen. Die Zellmembran der Tumorzellen wurde nach der Schlauchpassage mit TRITC-WGA (rot) und ihre Kerne
mit DAPI (blau) gefdrbt. Die Féirbung der Thrombozyten mit PKH-67 (griin) fand bereits vor Versuchsbeginn statt. Die
vorliegende Aufnahme erfolgte unter dem Konfokalmikroskop mit einem 63x Olimmersions-Objektiv in einer X-Y-Schnittebene.
Es zeigten sich vereinzelt an Tumorzellen adhdrente Thrombozyten (weiffe Pfeile).

Anders waren nach 45-miniitiger Inkubation neben den duflerlich adhiarenten Thrombozyten bei einem
Grofiteil der Tumorzellen auch griin fluoreszierende Partikel innerhalb des Tumorzell-Zytosols
sichtbar (Abbildung 11, A). Die rdumliche Position dieser Partikel wurde durch eine 3D-Darstellung
mit verschiedenen Schnittebenen sicher im Zytosol identifiziert (Abbildung 11, B). Dabei scheinen
einige adhédrente Thrombozyten mit der Tumorzellmembran zu verschmelzen beziehungsweise diese zu
durchdringen. Dariiber hinaus zeigten einige Tumorzellen Ausbeulungen an ihrer

Membran (Abbildung 11, A), die nach 5 Minuten noch nicht zu beobachten waren (vgl. Abbildung 10).
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Abbildung 11: Interaktionsmuster zwischen Thrombozyten und A549-Tumorzellen nach 45-miniitiger Inkubation unter
Fliefibedingungen. Die Zellmembran der Tumorzellen wurde nach der Schlauchpassage mit TRITC-WGA (rot) und ihre Kerne
mit DAPI (blau) gefdrbt. Die Féirbung der Thrombozyten mit PKH-67 (griin) fand bereits vor Versuchsbeginn statt. Die
vorliegende Aufnahme erfolgte unter dem Konfokalmikroskop mit einem 63x Olimmersions-Objektiv in  einer
X-Y-Schnittebene (A) und als 3D-Darstellung (B: X-Y-Schnittebene; B1: X-Z-Schnittebene; B:2: Y-Z-Schnittebene). A: Neben
den duferlich adhdrenten Thrombozyten scheinen einige mit der Tumorzellmembran zu verschmelzen oder diese zu
durchdringen (aquamarine Pfeile). Dabei sind griin fluoreszierende Partikel im Inneren der Tumorzellen sichtbar (weifse
Pfeile). Dariiber hinaus zeigen sich Ausbeulungen in der Tumorzellmembran (orangefarbene Pfeile). B: Aus der
3D-Darstellung wird ersichtlich, dass sich die griinen Partikel innerhalb des Tumorzell-Zytosols befanden (weifle Pfeile). Es
handelt sich bei dieser Darstellung um einen Ausschnitt aus A. Bi: Die X-Z-Schnittebene verliuft entlang der roten Linie aus
B und B2. B2: Die Y-Z-Schnittebene verlduft entlang der griinen Linie in B und Bi. Die weif3en Pfeile zeigen also auf denselben
Partikel aus unterschiedlichen Perspektiven.
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II.2 Die Interaktion von Tumorstammzellen und Thrombozyten unter
FlieBbedingungen

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war es, die Unterschiede zwischen differenzierten Tumorzellen und
solchen mit Stammzell-dhnlichen Eigenschaften hinsichtlich ihrer Interaktion mit Thrombozyten unter
FlieBbedingungen zu beleuchten. CSCs konnten aus einer AS549-Population mit Hilfe des

Sphere-formation Assays isoliert werden. Die weitere Versuchsdurchfithrung erfolgte analog zu der von
differenzierten A549-Zellen.

Es konnte beobachtet werden, dass CSCs bereits nach S-miniitiger Inkubation mit PKH-67-gefarbten
Thrombozyten einen — im Vergleich zur Kontrolle — signifikanten Fluoreszenzzuwachs erfahren hatten.
Hierbei war die Beteiligung aller CSCs zu beobachten. Somit zeigt sich in Abbildung 12 bereits nach
5 Minuten Inkubation anstelle einer Schulter-Bildung ein deutlicher peak shift. Im weiteren zeitlichen
Verlauf ist neben erheblichen Schwankungen ein Riickgang der MFI zu beobachten. Dabei fiel auf, dass
insbesondere nach 45-miniitiger Inkubation die Zellen eine breitere Streuung ihrer Fluoreszenzintensitét
zeigten. Auch die Anzahl der im Durchflusszytometer erfassten Zellen unterlag starken Schwankungen,

sodass nach 45 Minuten nur 18.800 der urspriinglich 100.000 zugefiihrten Zellen nachweisbar waren.
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Abbildung 12: Zeitabhiingiger Fluoreszenzzuwachs von Tumorstammzellen nach der Inkubation mit PKH-67-gefiirbten
Thrombozyten unter Fliefbedingungen. Als Kontrolle ist hier ein Versuchsdurchlauf von 5 min mit nicht-gefirbten
Thrombozyten dargestellt (graue Linie). B zeigt die Kurven aus A in einem versetzten Histogramm. In der Tabelle wird dariiber
hinaus die Entwicklung des geometrischen Mittelwertes der Fluoreszenzintensitit (Geometric Mean: GRN-B-ALin) der
Jjeweiligen Probezellen dargestellt. Der Count gibt die Anzahl der in dieser Kurve dargestellten Zellen an. Es zeigte sich bereits
nach 5-miniitiger Inkubation ein deutlicher Fluoreszenzanstieg bei allen Tumorstammezellen in Form eines peak shifis. Diese
Abbildung zeigt die Ergebnisse eines reprdsentativ ausgewdhlten Experiments der Versuchsreihe mit CSCs mit insgesamt
N =3 und n = 7. Unter Beriicksichtigung aller Replikate zeigte sich im gepaarten t-Test, verglichen mit der jeweiligen
Kontrolle, ein signifikanter Zuwachs der mittleren Fluoreszenzintensitdt nach 5, 15 und 30 min. * p < 0,05 vs. Kontrolle.

Zur weiteren Eingrenzung der zeitlichen Abfolgen im Interaktionsmuster der CSCs mit Thrombozyten
wurde eine Versuchsreihe mit kiirzeren Schlauchstiicken und demnach kiirzeren Inkubationszeiten
durchgefiihrt. Hierbei war zu beobachten, dass auch nach nur 1-miniitiger Inkubation bereits ein Grof3teil
der CSCs einen deutlichen Fluoreszenzzuwachs erfahren hatten, was sich in Abbildung 13 als peak shift

darstellt. Die ldngere Inkubationszeit von 2,5 Minuten zeigte hingegen einen Riickgang der mittleren
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Fluoreszenzintensitidt und damit auch eine unter Beriicksichtigung der logarithmischen Skala deutliche
Linksverschiebung des peaks. Dabei féllt auf, dass die MFIs nach 1 und 2,5 Minuten deutlich geringer
ausfillt als nach 5-miniitiger Inkubation (vgl. Tabellen aus Abbildung 12 und 13). Statistische Tests

waren an dieser Stelle aufgrund des kleinen n nicht méglich.
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Abbildung 13: Zeitabhingiger Fluoreszenzzuwachs von Tumorstammzellen nach 1 und 2,5-miniitiger Inkubation mit
PKH-67-gefiirbten Thrombozyten unter Fliefibedingungen. Als Kontrolle ist hier ein Versuchsdurchlauf von 1 min mit
nicht-gefirbten Thrombozyten dargestellt (graue Linie). B zeigt die Kurven aus A in einem versetzten Histogramm. In der
Tabelle wird dariiber hinaus die Entwicklung des geometrischen Mittelwertes der Fluoreszenzintensitdt
(Geometric Mean: GRN-B-ALin) der jeweiligen Probezellen dargestellt. Der Count gibt die Anzahl der in dieser Kurve
dargestellten Zellen an. Es zeigte sich bereits nach 1-miniitiger Inkubation ein deutlicher Fluoreszenzanstieg bei den
Tumorstammzellen. Diese Abbildung zeigt die Ergebnisse eines reprisentativ ausgewdhlten Experiments der Versuchsreihe
mit CSCs mit insgesamt N = 1, n = 2.

Nach der Festlegung der aus den entsprechenden Kontrollen hervorgehenden Grenzwerte ergab sich der
Anteil positiver CSCs tiber den gesamten zeitlichen Verlauf. So zeigten nach 5-miniitiger Inkubation
85 + 5%, nach 15 Minuten 71 £+ 21%, nach 30 Minuten 74 + 19% und nach 45 Minuten 83 + 2% der
CSCs ein positives Ergebnis. Insbesondere in den Zwischenmesswerten von 15 und 30 Minuten waren
dabei grole Schwankungen zu beobachten (Abbildung 14). Die Versuchsdurchfiihrungen mit kiirzeren
Schlauchstiicken zeigten ebenfalls bereits nach 1-miniitiger Inkubation einen Anteil positiver Zellen von

80 £ 1% und nach 2,5 Minuten eine Abnahme auf 71 + 3%.
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Die Farbung der CSCs vor ihrer Untersuchung unter dem Konfokalmikroskop erfolgte analog zu der
von differenzierten A549-Zellen mit TRITC-WGA und DAPI. Dabei zeigten auch sie nach 5-miniitiger
Inkubation im Schlauchsystem nahezu ausschlieSlich dulerlich anheftende Thrombozyten. Allerdings
traten diese nicht vereinzelt, sondern in groBen Agglomeraten auf. Dabei fiel auf, dass ebenfalls CSCs
durch diese Agglomerate zu Zellhaufen untereinander verbunden wurden. An den Kontaktstellen der
beiden Zelltypen ist dabei durch die Farbstoffiiberlagerung eine Gelbfarbung zu beobachten.
Griin-fluoreszierende Partikel innerhalb der Tumorzellen zeigten sich anders als bei reguldren
A549-Tumorzellen nach 45-miniitiger Schlauchpassage (vgl. Abbildung 11) hier nur
andeutungsweise (Abbildung 15).
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Abbildung 15: Interaktionsmuster zwischen A549-Tumorstammzellen (CSCs) nach 5-miniitiger Inkubation unter
Fliefibedingungen. Die Zellmembran der CSCs wurde nach erfolgter Schlauchpassage mit TRITC-WGA (rot) und ihre Kerne
mit DAPI (blau) gefdrbt. Die Fdrbung der Thrombozyten mit PKH-67 (griin) fand bereits vor Versuchsbeginn statt. Die
vorliegende Aufnahme erfolgte unter dem Konfokalmikroskop mit einem 63x Olimmersions-Objektiv in einer X-Y-Schnittebene.
Die CSCs zeigten grofie Thrombozyten-Agglomerate, die sie nahezu vollstindig umschlossen (weifser Pfeil). Die Thrombozyten
wiesen dabeli teilweise ein vesikuldres Aussehen auf (orangene Pfeile). Innerhalb der Agglomerate fallen gelblich und rétlich
verfirbte Bereiche auf. Dariiber hinaus finden sich im Tumorzell-Zytosol griin-fluoreszierende Partikel (aquamarine Pfeile).

Diese Thrombozyten-Agglomerate erreichten teilweise eine GroBe, die es ihnen ermoglichte, die
entsprechende CSC vollstéindig zu ummanteln (Abbildung 16).

70 pm

Abbildung 16: Aufnahme einer volistindig von Thrombozyten
umschlossenen Tumorstammzelle (CSC). Die Versuchszellen
wurden nach erfolgter Schlauchpassage mit TRITC-WGA (rot) und
DAPI (blau) angefdirbt und in einer 1 %igen PFA-Losung fixiert. Die
vorliegende Aufnahme erfolgte unter dem Konfokalmikroskop mit
einem 63x Olimmersions-Objektiv in einer X-Y-Schnittebene. Die
Abbildung zeigt eine CSC nach 5S-miniitiger Inkubation mit
PKH-67-gefdrbten Thrombozyten unter Fliesbedingungen. Die
CSC weist zahlreiche adhdrente Thrombozyten auf, die ihrerseits
ein vesikuldres Aussehen zeigen und die Tumorzelle vollstindig
umschliefSen.
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Hierbei fiel auf, dass viele der Thrombozyten ein vesikuldres Aussehen offenbarten und damit hohl
erschienen (Abbildung 15 und 16). Dieses Phdnomen war auch nach 45-miniitiger Inkubation der CSCs
mit PKH-67-gefarbten Thrombozyten unter FlieBbedingungen teilweise zu beobachten. Hier zeigten
sich bei den CSCs sowohl adhdrente Thrombozyten als auch griin-fluoreszierende Partikel in ihrem
Zytosol (Abbildung 17). Waren einige CSCs auch nahezu vollstindig von Thrombozyten umgeben,
konnten doch die groflen Thrombozyten-Agglomerate aus Abbildung 15 und 16 hier nicht beobachtet

werden.

[—
M0 pmt

Abbildung 17: Interaktionsmuster zwischen A549-Tumorstammzellen (CSCs) nach 45-miniitiger Inkubation unter
Fliefibedingungen. Die Zellmembran der CSCs wurde nach erfolgter Schlauchpassage mit TRITC-WGA (rot) und ihre Kerne
mit DAPI (blau) gefdrbt. Die Féirbung der Thrombozyten mit PKH-67 (griin) fand bereits vor Versuchsbeginn statt. Die
vorliegende Aufnahme erfolgte unter dem Konfokalmikroskop mit einem 63x Olimmersions-Objektiv in einer X-Y-Schnittebene.
Die CSCs zeigten sowohl an ihrer Zellmembran adhdrierende Thrombozyten (weifse Pfeile) als auch griine Fluoreszenzpartikel
in ihrem Zytosol (orangefarbene Pfeile).

Abbildung 18 bietet einen direkten Vergleich zwischen den im Durchflusszytometer bestimmten
Anteilen positiver Zellen bei differenzierten A549-Zellen und CSCs (vgl. Abbildung 9 und 14).
Innerhalb kiirzerer Inkubationszeiten von 5, 15 und 30 Minuten traten deutlich mehr CSCs in Kontakt
mit Thrombozyten als differenzierte A549-Tumorzellen. Somit war hier ein signifikanter Unterschied
zwischen den beiden Zellgruppen zu beobachten. Nach 45-miniitiger Inkubation stieg der Anteil
positiver A549-Zellen derart an, dass kein signifikanter Unterschied zu den CSCs mehr festzustellen
war. So sind nach 45 Minuten ca. 80% sowohl der reguliren A549-Tumorzellen als auch der

A549-Stammzellen mit mindestens einem Thrombozyten in Wechselwirkung getreten.
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Abbildung 18: Vergleich von A549-Tumorzellen und vorselektierten A549-Tumorstammzellen (CSCs) hinsichtlich ihrer
Interaktion mit Thrombozyten nach 5-, 15-, 30- und 45-miniitiger Inkubation unter Fliefibedingungen. Dieses
Saulendiagramm stellt die Zusammenfassung aus den Abbildungen 9 und 14 direkt nebeneinander. Dargestellt sind die
Mittelwerte der Anteile der Zellen, die nach ihrer Schlauchpassage mit PKH-67-gefdrbten Thrombozyten einen relevanten
Fluoreszenzzuwachs erfahren haben. Dabei waren im ungepaarten t-Test signifikante Unterschiede zwischen den beiden
Zellgruppen nach 5, 15, und 30 min nachzuweisen. N = 3, n = 8 (4549); N =3, n = 7 (CSCs); *p < 0,5; ***p < 0,001.

Zur besseren Zuordnung dieser in Abbildung 18 bestimmten positiven Zellen wurde ihre MFI erfasst
und in Abbildung 19 vergleichend nebeneinander gestellt. Hierdurch sollten Riickschliisse auf die
Anzahl adhirierender Thrombozyten beziehungsweise der aufgenommenen fluoreszierenden Partikel
gewonnen werden. Dabei zeigte sich, dass die positiven CSCs zu jedem gemessenen Zeitpunkt eine
signifikant hohere MFI aufwiesen als die differenzierten A549-Tumorzellen. Nichtsdestotrotz war diese
bei den CSCs starken Schwankungen unterworfen. Interessanterweise zeigte die MFI der positiven
A549-Tumorzellen weniger starke Schwankungen, sondern vielmehr einen leichten Riickgang im

zeitlichen Verlauf.

52



Ergebnisse

W A549
* MW CSCs
200,00 * % %

150,00

100,00

MFI der positiven Zellen

50,00

0,00

5 min 15 min 30 min 45 min

Inkubationszeit [min]
Fehlerbalken: +/- 1 SD

Abbildung 19: Vergleich der mittleren Fluoreszenzintensitit (MFI) der positiven A549-Tumorzellen und CSCs. Die in dieser
Arbeit als positiv bezeichneten Zellen wurden anhand der entsprechenden Kontrolle festgelegt. Fiir jede Versuchszellgruppe
wurde die MFI mit Hilfe des geometrischen Mittelwertes bestimmt. In dieser Abbildung wird dabei das arithmetische Mittel
aller biologischen und technischen Replikate dargestellt. Dabei waren im ungepaarten t-Test signifikante Unterschiede
zwischen den beiden Zellgruppen zu jeder Versuchszeit nachzuweisen. N = 3, n =8 (4549); N =3, n = 7 (CSCs); *p < 0,05;
**Ep < 0,001

III.3 Der Einfluss von Tinzaparin auf die Interaktion zwischen Tumorzellen und
Thrombozyten unter FlieBbedingungen

In dieser Arbeit wurde die Wirkung des niedermolekularen Heparins Tinzaparin auf die Interaktion
zwischen A549-Tumorzellen beziehungsweise ihrer Stammzellen und Thrombozyten unter
FlieBbedingungen untersucht. Dazu wurden die Thrombozyten vor Versuchsbeginn 30 Minuten lang
mit dem Wirkstoff in der klinisch relevanten Konzentration von 1 U/ml inkubiert (165). Dariiber hinaus
wurde wihrend der Schlauchpassage dieselbe Wirkstoffkonzentration aufrechterhalten. So durchliefen
die Versuchszellen — wie in den bereits beschriebenen Experimenten — ein Schlauchsystem bei
konstanter FlieBgeschwindigkeit von 9 mm/s fiir 5, 15, 30 und 45 min. Anschlieend wurden sie fixiert
und im Durchflusszytometer untersucht. Abbildung 20 stellt die Fluoreszenzintensitit von
differenzierten A549-Zellen (A) und ihren CSCs (B) nach erfolgter Schlauchpassage mit PKH-67-
gefarbten Thrombozyten in Anwesenheit von Tinzaparin gegeniiber. Dabei zeigt die graue Linie die mit
S-miniitiger Inkubationszeit und ungefirbten Thrombozyten erstellte Kontrolle und damit die
Eigenfluoreszenz der Tumorzellen. Die Entwicklung der Fluoreszenzintensitét im Zeitverlauf ist in den
Kurven von hell- (5 min) nach dunkelgriin (45 min) wiedergegeben. Der Grofteil der AS549-
Tumorzellen zeigte zu keinem der untersuchten Zeitpunkte einen Anstieg der eigenen
Fluoreszenzintensitit und damit, anders als in Abwesenheit von Tinzaparin (vgl. Abbildung 8), auch

keinerlei bestindigen Kontakt zu PKH-67-gefarbten Thrombozyten. Ein peak shift blieb also aus.
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Lediglich eine kleine Subpopulation war dazu in der Lage und offenbarte sich durch die Bildung einer
Schulter (Abbildung 20, A). Auch bei CSCs war ein deutlich reduziertes Interaktionsverhalten mit den
Thrombozyten unter Tinzaparin, verglichen mit den Versuchen ohne Tinzaparin (s. Abbildung 12), zu
beobachten. Neben der im Vergleich zu den A549-Tumorzellen starker ausgepragten Schulter-Bildung
durch eine kleine Subgruppe war im zeitlichen Verlauf nur eine geringe Zunahme der
Fluoreszenzintensitit bei der Mehrheit der CSCs in Form eines peak shifts zu
beobachten (Abbildung 20, B). Im Einklang zu diesen Beobachtungen fillt auch die MFI der hier
dargestellten Versuchszellen deutlich geringer aus (Tabellen in Abbildung 20 A und B) als es die
Untersuchungen ohne Tinzaparin zeigten (vgl. Abbildung 8 und 12).
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Abbildung 20: Zeitabhiingiger Fluoreszenzzuwachs von A549-Tumorzellen (A) und Tumorstammzellen (B) nach der
Fliefinkubation mit Thrombozyten unter dem Einfluss von Tinzaparin. Es wurde eine Zeitreihe von 5, 15, 30 und 45 min
(hell- nach dunkelgriin) mit einer reprdsentativen Kontrolle nach 5 min (graue Linie) erstellt. In der Tabelle wird dariiber
hinaus die Entwicklung des geometrischen Mittelwertes der Fluoreszenzintensitit (Geometric Mean: GRN-B-ALin) der
Jeweiligen Probezellen dargestellt. Der Count gibt die Anzahl der in dieser Kurve dargestellten Zellen an. A: Der Grofiteil der
A549-Tumorzellen zeigte an keinem Punkt der Zeitreihe einen Fluoreszenzzuwachs. Lediglich eine kleine Untergruppe wies
bereits nach 5-miniitiger Inkubation eine erhéhte Fluoreszenzintensitit auf. B: Auch bei den CSCs zeigte sich eine kleine
Subgruppe, die bereits nach 5-miniitiger Inkubation einen Fluoreszenzzuwachs erfahren hatte. Dariiber hinaus war ein leichter
peak shift im zeitlichen Verlauf zu beobachten. Diese Abbildung zeigt die Ergebnisse eines jeweils reprdsentativ ausgewdhlten
Experiments der Versuchsreihe mit A549-Tumorzellen (N = 3, n = 7) und CSCs (N = 4, n = 10) unter dem Einfluss von
Tinzaparin.

Abbildung 21 ermoéglicht den direkten Vergleich der Wechselwirkung zwischen A549-Tumorzellen und
Thrombozyten unter dem Einfluss von Tinzaparin und ohne diesen. Der Anteil positiver Tumorzellen
und damit derjenigen, die Kontakt zu mindestens einem Thrombozyten hatten, konnte unter
Berticksichtigung ihrer Eigenfluoreszenz anhand der jeweiligen Kontrolle bestimmt werden. Ohne den
Einfluss von Tinzaparin zeigten 23 + 10% nach 5-miniitiger Inkubation im Schlauchsystem ein positives
Ergebnis. Dieser Anteil stieg im zeitlichen Verlauf bis auf 79 + 8% nach 45 Minuten
an (vgl. Abbildung 9). Demgegeniiber hatten nach 5 Minuten nur 16 + 2% der Versuchszellen unter dem

Einfluss von Tinzaparin mit den PKH-67-gefarbten Thrombozyten interagiert, wobei im Zeitverlauf
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kein signifikanter Zuwachs zu beobachten war. Somit zeigten nach 15 Minuten 14 + 3%, nach

30 Minuten 16 + 6% und nach 45 Minuten 19 = 3% der Zellen ein positives Ergebnis (Abbildung 21).

War der Unterschied der beiden Versuchsgruppen nach S-miniitiger Inkubation nur gering, zeigte
Tinzaparin ab 15 Minuten einen signifikant hemmenden Effekt auf die Interaktion zwischen

Tumorzellen und Thrombozyten unter FlieBbedingungen (Abbildung 21).
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Abbildung 21: Einfluss von Tinzaparin auf die Wechselwirkung zwischen Tumorzellen und Thrombozyten unter
Fliefibedingungen. Die Sdulen geben die arithmetischen Mittelwerte der Anteile positiver Zellen aus allen
Versuchsdurchliufen an. Dabei werden die Zellen unter dem Einfluss von Tinzaparin (griin) jenen ohne diesen (blau) im
zeitlichen Verlauf gegeniibergestellt. Durch Tinzaparin wurde die Wechselwirkung zwischen Thrombozyten und Tumorzellen
reduziert, sodass nach 5-miniitiger Inkubation 16 + 2% und nach 45 Minuten 19 + 3% ein positives Ergebnis zeigten. Dieser
hemmende Effekt war im ungepaarten t-Test ab einer Inkubationszeit von 15 min signifikant. Der Zuwachs positiver Zellen im
Zeitverlauf unter dem Einfluss von Tinzaparin war im ungepaarten t-Test hingegen nicht signifikant. N = 3, n = 8 (4549 ohne
Tinzaparin); N = 3, n = 7 (4549 mit Tinzaparin); **p < 0,01; ***p < 0,001.

Durch den Einsatz von Tinzaparin konnte ebenfalls die Wechselwirkung zwischen den im
Sphere-formation Assay gewonnenen CSCs und Thrombozyten unter FlieBbedingungen maBgeblich
reduziert werden. So hatten nach 5-miniitiger Inkubation im Schlauchsystem nur 24 + 8% der CSCs
Kontakt zu mindestens einem Thrombozyten aufnehmen koénnen. Dieser Anteil stieg im zeitlichen
Verlauf nicht signifikant auf 35 = 17% nach 45 Minuten an. Dazwischen waren nach 15-miniitiger
Inkubation 25 + 5% und nach 30-miniitiger Inkubation 29 + 8% der Zellen positiv. Der Unterschied zur
Versuchsgruppe ohne Tinzaparin war an jedem Punkt der erstellten Zeitreihe

signifikant (Abbildung 22).
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Abbildung 22: Einfluss von Tinzaparin auf die Wechselwirkung zwischen Tumorstammzellen (CSCs) und Thrombozyten
unter Fliefibedingungen. Die Grafik stellt die arithmetischen Mittelwerte der Anteile positiver CSCs im zeitlichen Verlauf
unter dem Einfluss von Tinzaparin (griin) und ohne diesen (rot) gegeniiber. Bei jeder Versuchszeit bewirkte Tinzaparin im
ungepaarten t-Test eine signifikante Hemmung der CSC-Thrombozyten-Interaktion. Lag der Anteil positiver CSCs ohne den
Einfluss von Tinzaparin nach 5-miniitiger Inkubation durchschnittlich bei 85 + 5%, so wurde er unter diesem auf 24 + 8%
reduziert. Nach 45-miniitiger Inkubation stieg der Anteil positiver CSCs unter dem Einfluss von Tinzaparin auf 35 + 17% und
damit im ungepaarten t-Test nicht signifikant an. N = 4, n = 8 (CSCs ohne Tinzaparin); N = 4, n = 10 (CSCs mit Tinzaparin);
**¥p < 0,001.
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IV Diskussion

Krebserkrankungen zihlen in westlichen Gesellschaften zu den hiufigsten Todesursachen (166). Dabei
geht das Vorliegen von Metastasen mit einer massiven Prognoseverschlechterung einher (3). Neben der
Erforschung neuer therapeutischer Verfahren steht die Prévention der Metastasenbildung im
Mittelpunkt des wissenschaftlichen Interesses. Die unterstiitzende Wirkung von Thrombozyten auf den
Metastasierungsprozess konnte bereits im 19. Jahrhundert nachgewiesen und seitdem immer weiter
beleuchtet werden. Die Interaktion zwischen Thrombozyten und Tumorzellen ist vielseitig und bietet

zahlreiche Angriffspunkte zur therapeutischen Intervention (9).

Ziel dieser Arbeit war es, die Wechselwirkung zwischen Tumorzellen und Thrombozyten unter
physiologischen FlieBbedingungen ndher zu untersuchen. Des Weiteren sollten diesbeziigliche
Unterschiede zwischen differenzierten Tumorzellen und solchen mit Stammzell-dhnlichen
Eigenschaften beleuchtet werden. Letztere gelten als die Hauptakteure im Prozess der
Metastasierung (122). Somit war ihr abweichendes Interaktionsprofil mit Thrombozyten denkbar und

sollte ndher beschrieben werden.

Es wurde ein Versuchsaufbau etabliert, in dem regulire Tumorzellen oder CSC-Populationen
gemeinsam mit PKH-67-gefdrbten Thrombozyten bei konstantem Fluss in einem Silikonschlauch
inkubiert wurden. Durch den Einsatz mehrerer Schlauchstiicke verschiedener Linge wurde eine
Zeitreihe erstellt. Der Kontakt zwischen den beiden Zellgruppen konnte direkt in der
Konfokalmikroskopie oder tiber den Fluoreszenzzuwachs der Tumorzellen im Durchflusszytometer

nachgewiesen werden.

Thrombozyten verfiigen {iber zahlreiche Oberflédchenproteine, die ihnen die Bindung untereinander und
an andere Zellen ermdglichen. Fiir die Interaktion zwischen Thrombozyten und Tumorzellen konnte
bereits mehrfach das P-Selektin als entscheidendes Adhésions-Protein identifiziert werden (72-75). In
dieser Arbeit sollte durch die gezielte Hemmung von P-Selektin seine Rolle fiir die
Tumorzell-Thrombozyten-Interaktion unter FlieBbedingungen untersucht werden. Dafiir wurden die

Thrombozyten vor Versuchsbeginn mit Tinzaparin, einem niedermolekularen Heparin, inkubiert.

IV.1 Betrachtung der Methoden
IV.1.1 Das Schlauchmodell

Die Grundlage aller in dieser Arbeit durchgefiihrten Versuchsreihen bildete das verwendete
Schlauchsystem. Zur Minimierung méglicher Wechselwirkungen zwischen den Versuchszellen und der
Schlauchwand wurde Silikon in medizinischer Qualitét als Schlauchmaterial gewihlt. Obwohl in der
Medizin hiufig angewandt, zeigen Polymer-Verbindungen wie beispielsweise PVC eine erhohte
Tendenz zur Thrombozyten-Aktivierung (167). Silikonschlauche medizinischer Qualitdt versprachen

bessere Resultate.
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Es konnte gezeigt werden, dass sich viele der fiir die Metastasierung relevanten Schritte in den kleinen
Arterien, Arteriolen und Kapillaren abspielen (162). Diese haben einen Durchmesser von wenigen
Millimetern (vgl. Tabelle 10). Der Innendurchmesser der eingesetzten Silikonschlduche von 2,5 mm

wurde entsprechend gewahlt.

In den Arteriolen herrschen laminare Stromungsverhéltnisse und ein konstanter Fluss (168). Bei der
Etablierung dieser Methode wurden verschiedene Antriebssysteme ausprobiert. Die hdufig eingesetzten
peristaltischen Pumpen erzeugten einen pulsatilen Strom und kamen somit fiir diesen Versuchsaufbau
nicht in Frage. Ein handelsiiblicher Perfusor der Firma Braun konnte die Anforderungen am besten

erfiillen und wurde bei allen in dieser Arbeit durchgefiihrten Versuche eingesetzt.

Dabei wurde der Inkubationsansatz durch eine Pufferlésung im Schlauch vorangetrieben. Um eine
Durchmischung der beiden Fliissigkeiten zu vermeiden wurden Luftblasen vor und hinter dem
Inkubationsansatz appliziert (vgl. Abbildung 6). Es ist nicht auszuschliefen, dass es in unmittelbarer
Néhe dieser Begrenzungen zu Turbulenzen kam. Nichtsdestotrotz ldsst die langstreckige Ausbreitung
des Inkubationsansatzes im Schlauch laminare Stromungsverhéltnisse fiir die iiberwiegende Mehrheit

der Versuchszellen annehmen.

Die physiologische FlieBgeschwindigkeit im menschlichen GefdBsystem variiert abschnittsweise
zwischen 20 cim/s und 1 mm/s (168). Ein langsamer Fluss von wenigen Millimetern pro Sekunde, wie
in den Arteriolen zu beobachten, begiinstigt das Uberleben und die Extravasation der CTCs (162). Somit
sollten im verwendeten Schlauchmodell dhnliche FlieBgeschwindigkeiten herrschen. Es zeigte sich
jedoch, dass bei Geschwindigkeiten von 1 mm/s keine und bei 3 und 5 mm/s nur noch ein Bruchteil der
zugefiihrten Tumorzellen nach der Schlauchpassage im Inkubationsansatz nachweisbar waren. Mit Hilfe
von FlieBgeschwindigkeiten > 9 mm/s konnte dieses Phdnomen beseitigt werden. Es ist denkbar, dass
die CTCs unter zu langsamem Fluss dem Gesetz der Trigheit folgend auf den Boden Schlauches
absanken und durch die Oberflichenspannung der folgenden Luftblase (vgl. Abbildung 6) zerstort
wurden. Somit wurde fiir alle Versuchsreihen eine FlieBgeschwindigkeit von 9 mm/s etabliert.
Schnellere Flussraten zeigten keinen Vorteil und waren dariiber hinaus wenig praktikabel. Durch den
hoheren Volumenfluss wire ein hdufiger Wechsel der Perfusor-Spritzen und damit ein als

unphysiologisch zu bewertendes Stagnieren des Inkubationsansatzes im Schlauch notwendig gewesen.

Mit jedem Versuchsdurchlauf wurde eine Zeitreihe erstellt. Durch den Einsatz von Schlauchstiicken
verschiedener Lange konnten Inkubationszeiten von 5, 15, 30 und 45 min untersucht werden. Da
ca. 85% der CTCs innerhalb der ersten Minuten im Blutkreislauf voraussichtlich zugrunde gehen (65),
waren kurze Inkubationszeiten in dieser Arbeit von besonderem Interesse. Nichtsdestotrotz konnten
CTCs auch iiber zwei Stunden nach Entfernung des Primarius im Blut nachgewiesen werden (71), was

die Relevanz langerer Inkubationszeiten unterstreicht.
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IV.1.2 Der Inkubationsansatz

IV.1.2.1 Das Tumorzell-/Thrombozyten-Verhéltnis

Genaue Angaben iiber die Anzahl der zeitgleich im Blut zirkulierenden Tumorzellen sind nur schwer
zu finden. Butler und Kollegen konnten nachweisen, dass solide Mamma-Adenokarzinome innerhalb
von 24h zwischen 3 und 4 Mio. Krebszellen je Gramm Tumormasse ins Blut freisetzen (169). In der
Literatur werden geschitzte Werte von einer CTC auf 1 Milliarde normale Blutzellen (170)
bezichungsweise 1 - 10 CTCs auf 10° - 10® weiBe Blutzellen (171) angegeben, was ungefihr
1 * 10 CTCs/ul entspricht. Basierend auf diesen Zahlen wiirde sich in vivo ein Verhiltnis zwischen
Tumorzellen und Thrombozyten von 1:2,5 * 10° ergeben. Da viele Tumorentititen in der Lage sind,
eine Thrombozytose zu induzieren, ist es durchaus denkbar, dass der Anteil an Thrombozyten in
Krebspatienten sogar noch hoher ausfillt (98,99,103,104). Hierbei ist jedoch zu beachten, dass der
direkte Kontakt dieser beiden Zellgruppen durch die anderen hdmatologischen Zellen wie beispielsweise
durch Erythrozyten (20 auf einen Thrombozyten) vermutlich eingeschrinkt wird. In dieser Arbeit wurde
dabei bewusst auf den Zusatz von Erythrozyten und anderen physiologisch vorkommenden Blutzellen
verzichtet, da dies unter anderem die Auswertung im Durchflusszytometer durch die hohe Zellzahl und
damit auch erhohte Viskositét erschwert hitte. Auch die Aufnahmen im Konfokalmikroskop erlaubten
in Abwesenheit anderer Zellen eine bessere Beurteilung der zu untersuchenden Wechselwirkung

zwischen Thrombozyten und Tumorzellen.

Das Volumen des Inkubationsansatzes eines Versuchsdurchlaufes entsprach 2 ml, in die 100.000
Tumorzellen gegeben wurden, was ungefahr 50 Zellen/ul entspricht. Aufgrund der hohen Reagibilitét
von Thrombozyten war es nicht moglich, diese vor jedem Versuchsdurchlauf zu zdhlen. Setzt man bei
den Spendern und Spenderinnen eine physiologische Blutzusammensetzung voraus, ergab sich durch
die Verdiinnungsschritte ein Thrombozyten-Anteil im Inkubationsansatz von 125.000.000 Zellen/ml.
Dieser Wert liegt leicht unter dem fiir gesunde Erwachsene angegebene Referenzbereich von
150.000 - 400.000 Plattchen/pul (11). Es wurde somit ein Tumorzell-/Thrombozyten-Verhiltnis von
ca. 1:2.500 erreicht. Egan und Kollegen verglichen die Interaktion dieser beiden Zellgruppen im
Rheometer in verschiedenen Verhéltnissen. Sie konnten nachweisen, dass sowohl die Zahl adhérenter
Thrombozyten je Tumorzelle als auch der damit einhergehende Schutz vor Scherkriften mit steigendem
Thrombozyten-Anteil von 1:50 auf 1:200 zunahm (83). Das fiir diese Arbeit hoher gewéhlte Verhéltnis
versprach somit gut sichtbare Ergebnisse und fiel dabei —unter Beriicksichtigung der Abwesenheit

anderer Blutzellen — zurecht niedriger aus als in vivo angenommen.

IV.1.2.2 Thrombozyten

Die Thrombozyten wurden freiwilligen Spendern und Spenderinnen verschiedenen Alters unmittelbar
vor Versuchsbeginn entnommen. Dabei wurden sowohl relevante Vorerkrankungen als auch eine bis zu
zwei  Wochen  zuriickliegende  Einnahme  von  antikoagulatorisch ~ wirksamen  oder

thrombozytenaggregationshemmenden Medikamenten ausgeschlossen.
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Thrombozyten exprimieren auf ihrer Oberfliche verschiedene Ostrogenrezeptoren und werden in ihrer
Aktivitdt durch das entsprechende Geschlechtshormon beeinflusst (172). Bei der Interpretation der
Ergebnisse wurde auf Unterschiede in der Interaktion von Thrombozyten weiblicher und ménnlicher
Spender mit Tumorzellen geachtet. Berlin und Kollegen konnten eine gesteigerte
Aggregationsbereitschaft von Thrombozyten pridmenopausaler Spenderinnen im Vergleich zu
postmenopausalen Spenderinnen und ménnlichen Spendern jeden Alters aufzeigen. Sie wiesen jedoch
klar darauf hin, dass ihre Ergebnisse von denen anderer Arbeitsgruppen abwichen und andere Einfliisse
fiir geschlechterspezifische Unterschiede verantwortlich gemacht werden konnten (173). Die Analyse
der in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse zeigte keine klaren Unterschiede weder zwischen den

verschiedenen Altersgruppen noch den Geschlechtern.

Des Weiteren blieb die Frage offen, ob die monatlichen Schwankungen des Ostrogenspiegels im
Rahmen des weiblichen Zyklus oder die Einnahme oraler Kontrazeptiva einen Einfluss auf die Wirkung
von Thrombozyten haben konnten. Auch diese Sachverhalte haben Berlin und Kollegen in ihrer
Veroffentlichung untersucht. Sie kamen zu dem Ergebnis, dass die Einnahme oraler Kontrazeptiva zwar
mit einer erhohten Plattchenzahl einherging, die Reagibilitdt der Thrombozyten jedoch nicht gesteigert
wurde. Auch in den verschiedenen Phasen des weiblichen Zyklus zeigten sich keine nennenswerten
Unterschiede (173). Basierend auf diesen und eigenen Erkenntnissen war die Wahl der potenziellen

Thrombozyten-Spender und -Spenderinnen keinen Einschrankungen unterworfen.

IV.1.23 Tumorzellen

Die Wahl der zu untersuchenden Tumorzellklasse fiel auf das nicht-kleinzellige Bronchialkarzinom,
Zelllinie A549. Laut Angaben des Bundesamtes fiir Statistik wurden 19% der Todesfille an
Malignomen im Jahre 2018 in Deutschland durch bosartige Neubildungen der Bronchien und der Lunge
verursacht (174). Dabei gehdren 80% der Lungenkarzinomerkrankungen mit Todesfolge der Gruppe der
nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinome an (175). Die mit dieser Arbeit gewonnen Erkenntnisse sind
somit klinisch von potenziell groBBer Relevanz. Die verwendeten Zellen wurden im Friithjahr 2017 durch
die DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH) auf ihre Giite hin
kontrolliert. In der Forschung findet diese Zellreihe hdufig Anwendung, da sie {iber einen grofen Anteil
an CSCs, eine stark ausgepriagte Resistenz gegen Chemotherapeutika und ein hohes metastatisches
Potential verfiigt (176,177). Somit eignete sich die AS549-Zelllinie hervorragend fiir die hier

durchgefiihrten Untersuchungen.

IV.1.2.4 Selektion Stammzell-dhnlicher Tumorzellen (CSCs)

Zur Unterscheidung differenzierter AS549-Tumorzellen von solchen mit stammzelldhnlichen
Eigenschaften wurde das sogenannte Sphere-formation Assay angewendet. Diese Methode beruht auf
dem bereits besprochenen Phanomen der Anoikis, wonach epitheliale Zellen bei ihrer Loslosung aus

dem Zellverbund in einem Apoptose-dhnlichen Prozess zugrunde gehen (65). So wurde durch die
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Beschichtung der Kulturflaschen mit Agarose die Adhédsion der epithelialen AS549-Zellen am
Flaschenboden verhindert. Es handelt sich beim Sphere-formation Assay um ein gut etabliertes
Verfahren, das in der Forschung hiaufig Anwendung findet. Balla und Kollegen konnten hierbei seine
Uberlegenheit gegeniiber anderen zur Selektion Stammzell-dhnlicher Tumorzellen bei
Bronchialkarzinomzellen der Reihe AS549 ecingesetzten Verfahren zeigen (153). Nichtsdestotrotz
existieren daran auch einige Kritikpunkte: So kann der obligate Einsatz zahlreicher Wachstumsfaktoren
das Differenzierungspotential der Zellen beeinflussen. Aulerdem werden ruhende, proliferativ-inaktive
Zellen durch diese Methode nicht erfasst (154). Des Weiteren zeigen nicht alle Sphéroid-bildenden
Zellen die Fahigkeit zur Selbsterneuerung und damit das Hauptkriterium fiir Stammzellen (178). So
konnten Louis und Kollegen in Rekultivierungsversuchen nachweisen, dass nur 6% der
Sphéroid-bildenden Zellen iiber die Fahigkeit zur Langzeit-Selbsterneuerung verfiigten. Folglich sind
auch Nicht-Stammzellen zum Uberleben des Sphere-formation Assays in der Lage (179). Es ist somit
anzunehmen, dass nicht alle in dieser Arbeit vorselektierten CSCs tatsdchlich Stammzell-Charakter

hatten.

IV.1.2.5 Tinzaparin

P-Selektin spielt eine entscheidende Rolle beim Kontaktaufbau zwischen Tumorzellen und
Thrombozyten und damit dem Prozess der Metastasierung (9). In der vorliegenden Arbeit sollten die
Auswirkungen der Hemmung dieses Oberflaichenproteins auf die Wechselwirkung der beiden
Zellgruppen im FlieBinkubationssystem untersucht werden. Tinzaparin zeigte sich in dieser Hinsicht
anderen niedermolekularen Heparinen iiberlegen (76). Bei der angewandten Wirkstoffkonzentration
orientierte man sich an den fiir den Patientengebrauch vom Hersteller angegebenen Empfehlungen

von 0,5 — 1,5 U/ml (165).

IV.1.3 Mogliche Fehlerquellen der Messverfahren

Alle im Durchflusszytometer gesammelten, quantitativen Erkenntnisse beruhen auf der Annahme, dass
Tumorzellen durch ihren Kontakt mit PKH-67-gefiarbten Thrombozyten einen signifikanten
Fluoreszenzzuwachs erfahren. Offenbarten Tumorzellen bei Kontrollversuchen mit nicht-gefarbten
Thrombozyten bei jeder Inkubationszeit nur ein geringes Eigenfluoreszenzniveau, stieg dieses unter
Zugabe gefirbter Thrombozyten im zeitlichen Verlauf an (Abbildung 8 und 12). Es blieb zu kléren, ob
dieser Fluoreszenzzuwachs tatséchlich durch die Interaktion der beiden Zellgruppen hervorgerufen
wurde. Es war denkbar, dass im Rahmen der Thrombozyten-Féarbung Restfarbstoff im Inkubationsansatz
verblieb, der bei der Schlauchpassage anschlieBend von Tumorzellen aufgenommen werden konnte. Die
Waschschritte und die damit einhergehende 250-fache Verdiinnung der Thrombozyten-Suspension
— nach erfolgter PKH-67-Férbung — machten diesen Umstand jedoch unwahrscheinlich. Dariiber hinaus
offenbarten Aufnahmen mit dem Konfokalmikroskop, im Einklang mit den im Durchflusszytometer
gesammelten Daten, den Kontakt der beiden Zellgruppen nach jeder Inkubationszeit (vgl. Abbildung 10

und 11). Um Gewissheit zu erlangen, wurde einmalig eine Kontrollldsung aus einer Suspension mit
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PKH-67-gefarbten Thrombozyten erstellt. Hierfiir wurden die Thrombozyten durch Zentrifugation und
Filtrierung aus der Suspension entfernt, sodass nur ein moglicher Restfarbstoff fiir eine Zunahme der
Fluoreszenzintensitit der Tumorzellen nach gemeinsamer Inkubation im Schlauchsystem
verantwortlich gemacht werden konnte. Eine derartige Zunahme wurde nicht beobachtet. Somit konnte
eine Verfalschung der Messergebnisse durch im Inkubationsansatz verbliebenen Restfarbstoff

ausgeschlossen werden.

Die Wirkungsweise von Thrombozyten sieht die Bildung von Agglomeraten bei ihrer Aktivierung vor.
Im Rahmen der Hdmostase konnen hierdurch GefédBwanddefekte geschlossen und Blutungen gestoppt
werden (15). Bei der TCIPA agglomerieren die Thrombozyten um die Tumorzelle, woraus vermeintlich
die Bildung eines protektiven Mantels resultiert (9). Anders als im menschlichen Korper, wo vermutlich
nur eine CTC auf 10° Blutzellen kommt (170), war im Schlauchmodell dieser Arbeit der Kontakt solcher
Zellagglomerate untereinander wahrscheinlich. Es bestand die Gefahr, dass diese wiederum zu einem
noch grofleren Zellhaufen verschmolzen. Da die Funktionsweise eines Durchflusszytometers das
Ansaugen und optische Abtasten einzelner Zellen durch eine Kapillare vorsieht, war die Erfassung
solcher Zellagglomerate jedoch nicht mdoglich. So wurden, um das Verstopfen der Kapillare zu
verhindern, die Proben vor der Auswertung im Durchflusszytometer filtriert. Die hierdurch beseitigten
zusammenhingenden und demnach vermutlich positiven Zellen wurden bei der Analyse nicht
beriicksichtigt. Die angewendete Gating-Strategie stellte die Betrachtung nur einzelner Tumorzellen
sicher (Abbildung 7). Somit gingen wahrscheinlich weitere positive Zellen in der Auswertung verloren.
Dies ist vor allem nach lédngeren Inkubationszeiten mit hoherer Wahrscheinlichkeit der
Agglomeratbildung zu befiirchten gewesen. Nichtsdestotrotz war diese Form der Selektion notwendig,
um die Vergleichbarkeit der Zellen untereinander gewéhrleisten zu kdnnen. GroBle Zellagglomerate
hitten kleinere Agglomerate oder gar vereinzelte Tumorzellen trotz intensiver Wechselwirkung mit
PKH-67-geférbten Thrombozyten sicherlich iiberstrahlt und damit zu einer Verfélschung der Ergebnisse
gefiihrt.

IV.2 Betrachtung der Ergebnisse

IV.2.1Die Interaktion differenzierter Tumorzellen mit Thrombozyten unter
FlieBbedingungen
Die im Schlauchmodell gesammelten Ergebnisse zeigen die Interaktion zwischen
Bronchialkarzinomzellen der Reihe A549 und Thrombozyten unter FlieBbedingungen in vitro. Hierbei
war eine zeitliche Abhingigkeit zu beobachten. So zeigten nach 5-miniitiger Inkubationszeit ca. 20%
der Tumorzellen einen signifikanten Fluoreszenzzuwachs. Passend dazu sind auf den Aufnahmen im
Konfokalmikroskop nach 5-miniitiger Schlauchpassage vereinzelte Tumorzellen mit &duflerlich
anhaftenden Thrombozyten sichtbar (Abbildung 10). Es ist anzunehmen, dass diese den in der
Durchflusszytometrie bestimmten, positiven Zellen entsprechen (vgl. Abbildung 9). Nach 45 Minuten

betrug der Anteil an positiven Zellen iiber 80%, wobei die Zwischenergebnisse nach 15- und
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30-minitiger Inkubation einen sigmoidalen Kurvenverlauf vermuten lassen. Daraus ergibt sich, dass
zwischen 5 und 15 Minuten nur wenig neue Tumorzellen mit PKH-67-gefarbten Thrombozyten in
Kontakt traten (Abbildung 9). So zeigten nicht alle Tumorzellen einen zeitabhidngigen, stetigen Zuwachs
ihrer Fluoreszenzintensitdt, was sich im Histogramm in Form eines peak shifts dargestellt hétte.
Vielmehr wurde eine Subpopulation an Tumorzellen sichtbar, die durch den schnellen Kontaktaufbau
zu Thrombozyten einen relevanten Fluoreszenzzuwachs erfahren hatte. Diese Subpopulation imponierte
in der Histogramm-Ansicht durch die Ausbildung einer Schulter (Abbildung 8). Sie beinhaltete bei einer
Fluoreszenzintensitdt von 10* eben diese 20% positiver Versuchszellen. Die librigen Zellen interagierten
erst deutlich spéter mit den Thrombozyten. Auf der Grundlage verschiedener Studien geht man davon
aus, dass ca. 80% der CTCs innerhalb der ersten 5 Minuten im Blutsystem zugrunde gehen (8, 65,70).
In Anbetracht der vielfach untersuchten schiitzenden Wirkung von Thrombozyten auf CTCs (9) ist es
durchaus denkbar, dass die Tliberlebenden 20% jenen positiven Zellen entsprechen, die zur

Schulter-Bildung in Abbildung 8 fiihrten.

Zwischen 15- und 45-miniitiger Inkubation kam es zu einem starken Anstieg des Anteils positiver
Zellen (Abbildung 9). Im Histogramm =zeigte sich der bei Beteiligung nahezu aller malignen
Versuchszellen zu erwartende peak shift (Abbildung 8). Dazu passend war in der Konfokalmikroskopie
bei der Mehrheit der Tumorzellen grine Fluoreszenzaktivitit sichtbar (Abbildung 11).
Interessanterweise konnte eine vollstindige UmschlieBung der Tumorzellen durch Thrombozyten und
damit die Bildung des in der Literatur hiufig postulierten protektiven Mantels (9) in dieser
Versuchsreihe mit regulédren Tumorzellen jedoch zu keinem Zeitpunkt beobachtet werden. Die nur
vereinzelt adhdsiven Thrombozyten lassen vor dem Hintergrund ihrer schiitzenden Wirkung die
Beschreibung eines protektiven Helmes fiir die Tumorzellen passender erscheinen. Neben diesem
zeigten sich bei einem GroBiteil der AS549-Zellen fluoreszierende Partikel in ihrem

Zytosol (Abbildung 11).

IV.2.1.1 Intrazelluldre Fluoreszenz
Die mit Abbildung 11 B erzeugte 3D-Darstellung in verschiedenen Schnittebenen gestattete den

sicheren Nachweis {iber die Lokalisation der fluoreszierenden Partikel innerhalb des
Tumorzell-Zytosols. Dabei kann die Aufnahme von Restfarbstoff entsprechend der durchgefiihrten
Kontrollen ausgeschlossen werden. Im Einklang mit den Ergebnissen von Martins Castanheira ef al.
(158) konnte es sich hierbei um internalisierte Thrombozyten beziehungsweise ihre Bestandteile
handeln. Die Autoren konnten beobachten, dass Tumorzellen nach 90-miniitiger Inkubation mit
Thrombozyten das fiir diese spezifische CD42a in ihrer Zellmembran aufwiesen. Diese Untersuchungen
fanden sowohl unter statischen als auch dynamischen Bedingungen auf dem Schwenktisch statt. Wie in
der vorliegenden Arbeit zeigten sich ebenfalls PKH-67-gefdrbte, thrombozytdre Membranbestandteile
nach entsprechender Exposition im Zytosol der Tumorzellen. Es ist somit davon auszugehen, dass es

hier zum ersten Mal gelang, eine solche Internalisierung von Thrombozyten durch Tumorzellen unter
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FlieBbedingungen mit laminarer Stromung darzustellen (Abbildung 11). Dies bedeutet eine wichtige

Ergénzung der von Martins Castanheira et al. gewonnen Erkenntnisse.

Dabei ist anzunehmen, dass die Tumorzellen mit internalisierten, PKH-67-gefarbten
Thrombozyten-Bestandteilen bei der Untersuchung im Durchflusszytometer ebenfalls als positiv
eingestuft wurden. Nichtsdestotrotz wurden solche intrazelluldren Partikel sicherlich mit einer
geringeren Leuchtkraft detektiert als duferlich adhérente und vollstéindig erhaltene Thrombozyten. Im
Einklang zu diesen Uberlegungen zeigte sich trotz der Zunahme des Anteils an positiven Zellen im
zeitlichen Verlauf (vgl. Abbildung 9) tendenziell eher ein leichter Riickgang ihrer MFI (Abbildung 19).
Daraus kann geschlussfolgert werden, dass mit der Zeit mehr CTCs mit Thrombozyten in Interaktion

traten und dies zugleich mit einer zunehmenden Aufnahme letzterer einherging.

Der Aufnahme ganzer Thrombozyten beziehungsweise ihrer Bestandteile liegt vermutlich ein
Phagozytose-dhnlicher Prozess zugrunde. So ist die Phagozytose von Thrombozyten durch
Makrophagen ein physiologischer Prozess zur Erhaltung der Homdostase im menschlichen Korper.
Aktivierte Thrombozyten exprimieren Phosphatidylserin auf ihrer Oberflache (45), was in der Literatur
als ,,Friss mich“-Signal bekannt ist. Makrophagen erkennen darauthin dieses Signal mittels TIM4 (43).
Dieser Rezeptor wird ebenfalls von nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinom-Zellen — also auch
A549-Zellen — exponiert, was mit ihrem gesteigerten Tumorwachstum und einer erniedrigten
Uberlebenserwartung des Patienten einhergeht (180). Es ist moglich, dass die Aufnahme von
Thrombozyten fiir dieses TIM4-assoziierte, aggressivere Verhalten ausschlaggebend ist. Diese
Vermutung erfihrt zusitzliche Unterstlitzung durch die Beobachtungen von Meijing et al., die
Gold-Nanopartikel mit einem Mantel aus negativ geladenen Phospholipiden versahen. Diese wurden in
einem Zeitraum von 24 bis 72 h vollstindig von A549-Tumorzellen aufgenommen. In mikroskopischen
Aufnahmen konnten die phagozytierten Nanopartikel spiter im Bereich ihrer intrazelluldren sauren
Kompartimente entdeckt werden (181). Es ist anzunehmen, dass sich dieses Modell auf Thrombozyten
iibertragen ldsst. Sie wurden demnach aufgrund ihrer negativ geladenen Phospholipid-Schicht im
aktivierten Zustand durch Tumorzellen aufgenommen und abgebaut. Dabei ist der zugrunde liegende
Mechanismus noch weitgehend unbekannt. Bei Makrophagen konnte ein Labyrinth-dhnliches
Membran-System im Zytosol nachgewiesen werden, das ihnen eine besondere Form der Endozytose
gestattet und als surface connected compartment (SCC) bezeichnet wird (182). Ahnliche Beobachtungen
konnten auch bei A549-Tumorzellen gemacht werden (183). Es besteht die Moglichkeit, dass die
Aufnahme ganzer Thrombozyten oder ihrer Bestandteile durch die Tumorzellen {iber diese SCCs

stattfindet.
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IV.2.1.2 Die Bedeutung internalisierter Thrombozyten fiir die Physiologie von
Tumorzellen

Neben dem bereits mehrfach angesprochenen protektiven Mantel sind auch andere Mechanismen
beschrieben worden, durch die Thrombozyten das Uberleben von Tumorzellen im Blutkreislauf sichern
konnen. So beobachteten Placke und Kollegen den Transfer wirtsspezifischer MHC-I-Komplexe von
duBerlich an CTCs heftenden Thrombozyten auf die Tumorzellen. Diese konnten so der zytotoxischen
Wirkung von NKs entgehen (82). Dartiber hinaus konnten Kirschbaum et al. nachweisen, dass nach
erfolgter Internalisierung von Thrombozyten durch Hepatozyten ein horizontaler Gentransfer stattfand.
Die transferierte Thrombozyten-mRNA wurde von den Hepatozyten exprimiert, worauthin sich ihre
Proliferationsrate erhohte. Die Autoren sprechen in diesem Zusammenhang von parasitischer
Protein-Synthese (49). Das Phanomen des thrombozytiren horizontalen mRNA-Transfers konnte auch
bei monozytischen und endothelialen Zellen beobachtet werden. Auch hier waren die Empfangerzellen
dazu in der Lage, das Genmaterial zu exprimieren (184). Es ist somit denkbar, dass Tumorzellen durch
die Phagozytose ganzer Thrombozyten und damit die Ubernahme von Oberflichenproteinen oder von

Genmaterial einen relevanten Uberlebensvorteil im Blutkreislauf erfahren.

Die vollstindige Phagozytose von Thrombozyten war in dieser Arbeit erst nach 45 Minuten zu
beobachten. Dies passt zu Untersuchungen von neutrophilen Granulozyten und Hepatozyten, bei denen
dieser Prozess ebenfalls erst nach einer Stunde zu beobachten war (48,49). Es ist davon auszugehen,
dass die meisten CTCs nicht so lange ohne adidquaten Schutz im Blut iiberdauern konnen (65).
Nichtsdestotrotz sind manche CTCs noch Stunden nach vollstindiger Tumorresektion im Blut
nachweisbar (71). Es ist somit mdglich, dass Tumorzellen durch ihren schnellen, duleren Erstkontakt
mit Thrombozyten einen unmittelbaren Schutz erfahren. Thr Uberleben im Blutsystem wire daraufhin
gesichert, bis weitere Effekte durch internalisierte Thrombozyten zum Tragen kommen. Bei den
Versuchen dieser Arbeit wirkt dariiber hinaus — beispielsweise bedingt durch die Abwesenheit
von NKs — ein geringerer Uberlebensdruck auf die CTCs, was eine spiter einsetzende Schutzwirkung

durch die Thrombozyten tolerabel macht.

Einige CTCs in Abbildung 11 zeigten Ausbeulungen ihrer Zellmembran. Davon schienen insbesondere
jene CTCs mit internalisierten und nicht anheftenden Thrombozyten betroffen zu sein. Dabei erinnern
diese Ausbeulungen an das im Rahmen der Apoptose auftretende membrane blebbing (185). Es ist also
davon auszugehen, dass sich diese Zellen kurz vor ihrem Untergang befanden. Dabei bedingen die im
Schlauchsystem herrschenden Scherkrifte einen unmittelbaren Uberlebensdruck fiir die CTCs. Anders
als beim protektiven Mantel ist bei internalisierten Thrombozyten von keiner Schutzwirkung gegen

diese auszugehen.
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IvV.2.1.3 Die Beteiligung von PDMPs am metastatischen Geschehen

Es ist denkbar, dass Teile der fluoreszierenden Partikel im Zytosol der Tumorzellen nicht durch die
Aufnahme vollstindiger Thrombozyten, sondern der ihnen entspringenden Mikrovesikel, der PDMPs,

entstammten.

PDMPs spiclen eine herausragende Rolle in der Funktion von Blutplédttchen. Diese kleinen,
membranumschlossenen Vesikel werden bei der thrombozytiren Aktivierung freigesetzt. Sie enthalten
iiber 500 verschiedene Proteine und dienen vor allem der Steuerung von Entziindungsreaktionen (25).
Dariiber hinaus wurde die Bedeutung der PDMPs fiir die Tumorprogression und -metastasierung
vielfach untersucht (186). Janowska-Wieczorek et al. konnten unter anderem bei AS549-Zellen
nachweisen, dass PDMPs ihr invasives und metastatisches Potential steigerten. Hierfiir wurden
verschiedene Mechanismen identifiziert, darunter die Ubertragung von Oberflichenproteinen, die
Stimulation der MMP-9-Synthese, die gesteigerte Adhésionsfahigkeit an ECM-Komponenten und die
Expression angiogenetischer Faktoren (187). Neben MMP-9 kénnen PDMPs selbst MMP-2 bilden oder
dessen Synthese in Tumorzellen stimulieren und dadurch ihr invasives Potential steigern (188). Dariiber
hinaus konnten Laffont und Kollegen nachweisen, dass iiber PDMPs miRNA effektiv in Rezipienten-

Zellen transferiert wurde und dort modulierend auf deren Genexpression wirkte (189).

Tumorzellen konnen die Bildung und Freisetzung von PDMPs auf verschiedene Arten stimulieren (186).
Aus den oben genannten Punkten geht eindeutig hervor, dass Tumorzellen dadurch Unterstiitzung fiir
ihre Progression und Metastasierung erfahren. Es ist somit davon auszugehen, dass auch die
Thrombozyten in der vorliegenden Arbeit durch die TCIPA wéhrend der Schlauchpassage vermehrt
PDMPs sezernierten. Diese konnten darauthin — neben den Thrombozyten selbst — von den
A549-Tumorzellen phagozytiert und spéter in Form fluoreszierender Partikel innerhalb des Tumorzell-
Zytosols mittels Konfokalmikroskopie sichtbar gemacht werden (weile Pfeile in Abbildung 11 A
und B).

IV.2.2Die Interaktion von Tumorstammzellen mit Thrombozyten unter
FlieBbedingungen
Tumorstammzell-Populationen wurden mit Hilfe des Sphere-formation Assays angeziichtet und
selektiert. Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Versuche im Schlauchmodell zeigten die
Wechselwirkung von CSCs und Thrombozyten unter FlieBbedingungen. Hierbei fiel auf, dass bereits
nach 5-miniitiger Schlauchpassage ca. 80% der CSCs mit Thrombozyten interagiert hatten. Dieser
Anteil erfuhr bei lingeren Schlauchpassagen keinen weiteren Zuwachs, sondern unterlag vielmehr
starken Schwankungen (Abbildung 14). Zur ndheren Eingrenzung der zeitlichen Abfolgen wurden
zusitzliche Versuchsdurchlaufe mit kiirzeren Schlauchstiicken durchgefiihrt. So konnten
Inkubationszeiten von 1 und 2,5 Minuten untersucht werden. Interessanterweise waren auch hier bereits
nach 1 Minute ca. 80% der CSCs positiv (Abbildung 14). Dies passt zu den Ergebnissen von Egan et al.,

die ebenfalls beobachten konnten, dass nach einer Minute die Adhésion von Thrombozyten an
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Tumorzellen abgeschlossen war (83). Wie bei den differenzierten AS549-Zellen zeigten die
entsprechenden Aufnahmen im Konfokalmikroskop primédr von auBlen an den CSCs haftende
Thrombozyten. Waren bei den Nicht-Stammzell-Versuchen nur vereinzelt adhdrente Thrombozyten
sichtbar (vgl. Abbildung 10), bildeten sie nun gro3e Agglomerate um die CSCs (Abbildung 15). Dies
lieBe sich mit ihrer stirker ausgepragten Fahigkeit zur TCIPA (116) erklaren. So zeigt Abbildung 16
eine CSC, die vollstindig von Thrombozyten umschlossen wurde. Dabei hatten die beteiligten
Blutpléttchen ein vesikuldres Aussehen, das sie hohl erscheinen lieB und an PDMPs erinnerte. Thre
GroBe von 4 pm grenzte sie jedoch klar von den zwischen 100 nm und 1 um messenden Mikropartikeln
ab (24). Es handelte sich somit bei dieser Aufnahme vermutlich um die erste Sichtbarmachung des
hiufig beschriebenen protektiven Mantels. Vergleicht man vor diesem Hintergrund die in Abbildung 19
dargestellte MFI der positiven Zellen fillt auf, dass die CSCs verglichen mit den reguléren A549-Zellen
zu jedem Zeitpunkt im Durchschnitt signifikant hoher lagen. Dies lésst sich mit der groleren Anzahl

adhérenter, PKH-67-geférbter Thrombozyten je Tumorstammzelle begriinden.

Die weitergehende Untersuchung von CSCs nach 15-, 30- und 45-miniitiger Inkubation mit
Thrombozyten wurde zur besseren Vergleichbarkeit mit A549-Zellen ohne Stammzell-dhnliche
Eigenschaften durchgefiihrt. Es fiel auf, dass der Anteil positiver Stammzellen nach langerer
Schlauchpassage im Vergleich zur S-miniitigen Passage konstant blieb oder sogar abnahm. Dies konnte
auch bei den Untersuchungen mit kiirzeren Inkubationszeiten zwischen 1 und 2,5 Minuten beobachtet
werden (Abbildung 14). Dieses Phanomen lésst sich durch die im Schlauchsystem wahrscheinliche
Agglomeratbildung und die damit ausbleibende Erfassung im Durchflusszytometer erkldren. Dabei hat
dieser Umstand bei den Untersuchungen der CSCs, aufgrund ihrer verstirkten Fahigkeit zur TCIPA,
hochstwahrscheinlich einen groBeren Effekt als bei reguldren A549-Tumorzellen. Passend zu dieser
Vermutung gingen nicht nur der Anteil positiver Zellen, sondern auch die Gesamtzahl der vom
Durchflusszytometer erfassten CSCs mit steigender Versuchsdauer zuriick (vgl. Tabellen in

Abbildung 12 und 13).

Vor diesem Hintergrund fallt auf, dass zu keiner Versuchszeit 100% der durch das Sphere-formation
Assay vorselektierten A549-Stammzellen eine stattgefundene Interaktion mit Thrombozyten zeigten.
Die bisher diskutierten Daten lassen jedoch eine stark ausgeprigte Bereitschaft zur Interaktion mit
Thrombozyten als typische Eigenschaft der CSCs vermuten. Es ist somit denkbar, dass es sich bei diesen
nicht-positiven Zellen nicht um Tumorstammzellen handelte. Die Limitationen des angewendeten
Selektionsverfahrens, das in der Regel keine reinen Stammzellpopulationen schaffen kann, stellen eine

mogliche Begriindung fiir diesen Umstand dar (154,178,179).

IvV.2.2.1 Subpopulationen innerhalb eines Tumorzellkollektivs

Die vorgestellten Ergebnisse lassen zwei unterschiedliche Interaktionsmodi zwischen den zuerst

besprochenen, differenzierten = A549-Bronchialkarzinomzellen und  Thrombozyten  unter
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FlieBbedingungen erkennen: Insbesondere nach kurzen Inkubationszeiten konnten an den Tumorzellen
vor allem adhdrente Thrombozyten nachgewiesen werden (Abbildung 10). Sowohl die Abschirmung
vor NKs und der Schutz vor Scherkriften als auch die unterstiitzende Wirkung bei der Extravasation
sind in diesem Zusammenhang ausfiihrlich besprochen worden. Die Phagozytose ganzer Thrombozyten
oder ihrer PDMPs war zwar erst deutlich spater zu beobachten, verspricht jedoch ebenfalls positive

Effekte auf das Uberleben der jeweiligen Tumorzelle.

Basierend auf diesen Erkenntnissen stellt sich die Frage, ob sich diejenigen Tumorzellen innerhalb einer
Versuchsgruppe, die durch ihre schnelle Ausbildung duBerer Kontakte zu Thrombozyten auffallen, von
den anderen unterscheiden. Der Anteil positiver Zellen nach 5-miniitiger Schlauchpassage lie3 sich
beliebig oft reproduzieren. Geht man von gleichen Eigenschaften aller malignen Versuchszellen aus,
scheint bei einem Thrombozyten-Uberschuss von 1:2.500 ein Anteil positiver Tumorzellen von
lediglich 20% wenig wahrscheinlich. Die Literatur liefert ahnliche Zahlen im Zusammenhang mit jenen
CTCs, die im Blutkreislauf tiberleben kdnnen (65). Die Vermutung, dass es sich hierbei um die gleiche
Zellgruppe handeln konnte, wurde bereits in dieser Arbeit formuliert. In den letzten Jahren wurde der
Zusammenhang zwischen dem metastatischen Geschehen und Tumorstammzellen immer weiter
untersucht. Ihr Anteil am Tumorzell-Kollektiv wird abhidngig von der Tumorentitit mit durchschnittlich
25% angegeben (176,177,190). Es ist auffdllig, dass der Anteil jener CSCs, denen vorrangig die
Féahigkeit zur Metastasierung nachgesagt wird (122), dem entspricht, der im vorliegenden
Schlauchversuch eine Interaktion mit Thrombozyten nach 5-miniitiger Schlauchpassage zeigte. Es ist
somit denkbar, dass es sich bei den frith positiven Zellen aus Abbildung 8 und 9 um CSCs handelte.
Dabei wiirde die friih einsetzende Schutzwirkung der Thrombozyten den Uberlebensvorteil bedingen,

der die Metastasierung am Ende moglich macht.

Neben dem hier angewandten Sphere-formation Assay existieren auch weitere Verfahren zur
Identifikation von solchen Zellen mit Stammzell-dhnlichen Eigenschaften. Der Nachweis
stammzelltypischer Oberflichenmarker wie beispielsweise CD166 konnte im Nachhinein Aufschluss
iiber den Charakter der in Abbildung 8 an der Bildung der Schulter beteiligten und als positiv
identifizierten Zellen geben (153).

Hieraus ergibt sich die Frage, warum die Zellen reiner CSC-Populationen grofie
Thrombozyten-Agglomerate um sich herum ausbilden konnten, wohingegen die Schulter-bildende
Subpopulation (vgl. Abbildung 8) — mutmalBlich bestechend aus CSCs — im Kollektiv regulérer
A549-Zellen nur vereinzelt anheftende Thrombozyten aufwies (Abbildung 10 und 11).
Tumorstammzellen sind durch die vermehrte Freisetzung von beispielsweise TF zur stirkeren TCIPA
fahig (116). Es ist denkbar, dass die hohe Konzentration an CSCs im Inkubationsansatz in Summe zur
Sekretion groBer Mengen dieses Thrombozyten-stimulierenden Mediators fiihrte. Dadurch war die

kaskadenartige Aktivierung vieler Blutpldttchen moglich und es resultierte die Bildung zahlreicher
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Agglomerate (vgl. Abbildung 15). Im Gegensatz dazu fiel dieser Effekt bei den Versuchsdurchldufen
mit reguldren AS549-Tumorzellen und damit einem nur geringen Anteil an CSCs schwécher

bezichungsweise langsamer aus.

IvV.2.2.2 Der Stammzellstatus und die Tumorzell-Thrombozyten-Interaktion

Die Forschung an CSCs konnte zeigen, dass der Stammzellstatus kein statisches Konstrukt ist und dass
Tumorzellen zwischen diesem und dem differenzierten Typ hin und her wechseln kénnen (127). In
diesem Zusammenhang wurde die EMT als entscheidender Prozess im Erwerb Stammzell-dhnlicher
Eigenschaften identifiziert (191). Dartiber hinaus sind Thrombozyten durch die Sekretion verschiedener
EMT-induzierender Faktoren wie beispielsweise TGF-3 mal3geblich an der Auslosung dieses Prozesses
beteiligt (58,63). Dabei entsteht der Eindruck, dass die EMT die Voraussetzung fiir das Verlassen des
Zellkollektivs und fiir die Intravasation von Tumorzellen bildet. Es konnten allerdings CTCs
nachgewiesen werden, die noch im Blutkreislauf eine epitheliale Polarisation aufwiesen (64). Diese
epithelialen Tumorzellen waren moglicherweise liber kollektive Zell-Migration (192) oder iiber die im
Rahmen der Tumor-Angiogenese gebildeten hyperpermeablen Gefd3e ins Blutsystem gelangt (193).
Labelle et al. erbrachten erste Hinweise dafiir, dass epitheliale Tumorzellen unter dem Einfluss von
Thrombozyten intravaskuldr zur EMT féhig sind (58). Dabei konnten Meng und Kollegen noch Stunden
nach Entfernung des Primértumors zirkulierende Tumorzellen im Blut des Patienten nachweisen (71).
Dieser Zeitraum erscheint ausreichend fiir die intravaskuldare EMT. Es ist moglich, dass sich diese
Erkenntnisse auf die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit anwenden lassen. Demzufolge hitten
differenzierte A549-Zellen, induziert durch die sie umgebenden Thrombozyten, den Prozess der EMT
wihrend der Schlauchpassage durchlaufen konnen, um dadurch Stammzell-Eigenschaften anzunehmen.
Der zeitliche Versatz, mit dem A549-Tumorzellen im Vergleich zu CSCs mit Thrombozyten in Kontakt
traten, ldsst sogar die Vermutung zu, dass die EMT und damit die Aneignung Stammzell-dhnlicher
Eigenschaften eine Voraussetzung fiir diese Wechselwirkung darstellen konnte. Unter Beriicksichtigung
der eindeutigen, in der Konfokalmikroskopie zu beobachtenden Unterschiede zwischen den primér
Agglomerat-bildenden CSCs und den Thrombozyten-internalisierenden A549-Zellen (vgl
Abbildung 11 und 17) scheint ein volliges Angleichen dieser beiden Zellgruppen im zeitlichen Verlauf
jedoch wenig wahrscheinlich. Auch die in Abbildung 19 dargestellten, signifikanten Unterschiede
hinsichtlich der MFI ihrer positiven Zellen gestatten eine klare Abgrenzung zwischen den Zellentitéten.
Dariiber hinaus zeigten zahlreiche AS549-Tumorzellen nach 45-miniitiger Schlauchinkubation an
membrande blebbing erinnernde Ausbeulungen (185). Neben den durch Scherkréfte bedingte Schaden
kann die hier einsetzende Apoptose der Tumorzellen sicherlich auch auf die unter nicht-adhésiven
Bedingungen stattfindende Anoikis (65) zuriickgefithrt werden. Diese Zellen durchliefen sicherlich
keine EMT, da mesenchymale Eigenschaften vor der Apoptose unter diesen Bedingungen schiitzend

wirken (53).
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IV.2.3 Der Einfluss von Tinzaparin auf die Interaktion zwischen Tumorzellen und
Thrombozyten

Die mit Tinzaparin vorbehandelten Thrombozyten zeigten ein deutlich reduziertes Interaktionsverhalten
sowohl  mit  differenzierten  als auch  Stammezell-dhnlichen =~ A549-Zellen  unter
FlieBbedingungen (Abbildung 21 und 22). So lieB3 sich nach 5-miniitiger Inkubation unter Tinzaparin
bei nur ca. 20% der A549-Tumorzellen ein stattgefundener Kontakt der beiden Zellgruppen nachweisen.
Dieser Anteil blieb im zeitlichen Verlauf nahezu unverindert (Abbildung 21). Die Resultate der
Versuche mit Tinzaparin und vorselektierten CSCs lagen nach 5 Minuten nur um wenige Prozentpunkte
hoher. Davon ausgehend stieg ihr Anteil im zeitlichen Verlauf nicht signifikant auf ca. 35% nach

45-mintitiger Inkubation an (Abbildung 22).

Bereits seit vielen Jahren gehdren gerinnungshemmende Medikamente zur Standardtherapie bei
Tumorleiden. Thromboembolische Ereignisse treten, ausgelost durch die TCIPA, in 20% der Fille
auf (157) und bilden die zweithdufigste Todesursache bei Krebspatienten (194). Neben Fondaparinux
werden insbesondere niedermolekulare Heparine wie beispielsweise Tinzaparin in den Leitlinien zur
Thromboembolie-Prophylaxe bei Tumorpatienten empfohlen (195). Bei Acetylsalicylsdure (Aspirin)
zeigte sich ein hemmender Effekt auf die Metastasierungshaufigkeit von Tumorzellen (196). Auch fiir
Heparine konnten dhnliche Beobachtungen gemacht werden. Die zugrunde liegenden Mechanismen
sind zahlreich und beinhalten die Hemmung der Thrombinbildung, der Angiogenese und der
Aktivierung von Matrixmetalloproteinasen (197). Fiir das in dieser Arbeit eingesetzte niedermolekulare
Heparin Tinzaparin wurden die Hemmung von VLA-4, VCAM-1, CXCR-4, CXCL-12 und die
Stimulation der E-Cadherin-Bildung als weitere Wirkmechanismen identifiziert (157). Stevenson et al.
vermuten jedoch in der Hemmung von P-Selektin den Hauptgrund fiir den antimetastatischen Effekt
von Tinzaparin, was Liebsch und Kollegen bestitigen konnten (75,76). In der Kaskade, die das
Uberleben von Tumorzellen vor ihrer Extravasation und der Etablierung einer metastatischen Nische
ermoglicht, ist ihr physischer Kontakt zu Thrombozyten entscheidend. Dieser wird durch den schnellen,
P-Selektin-vermittelten Erstkontakt zum grofen Teil iiberhaupt erst moglich gemacht (72-74,77,78).
Dieser Umstand wurde bereits konkret fiir Bronchialkarzinomzellen untersucht (72,75). Eine
Konsolidierung dieser Bindung findet spater GPIIb/IIla-vermittelt statt (198). Des Weiteren bilden auch
die fiir die Tumorprogression wichtigen PDMPs P-Selektin auf ihrer Oberfliche aus (24). Zuletzt ist
auch davon auszugehen, dass die bereits diskutierte Phagozytose-dhnliche Internalisierung von

Thrombozyten durch Tumorzellen eine anfingliche P-Selektin-vermittelte Adhésion voraussetzt (48).

Somit ldsst sich die in den Abbildungen 21 und 22 zu beobachtende Reduktion der
Tumorzell-Thrombozyten-Interaktion vermutlich auf den hemmenden Effekt von Tinzaparin auf
P-Selektin zuriickfithren. Insbesondere unter FlieBbedingungen, mit nur kurzen Kontaktzeiten der
Zellen untereinander, scheint der schnelle Erstkontakt iiber P-Selektin eine besondere Rolle zu spielen.

Wird dieser durch Tinzaparin unterbunden, bleibt die Bindung von Thrombozyten an die Tumorzellen
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aus, was das Uberleben der CTCs im Blutkreislauf unwahrscheinlicher macht. Die reduzierte

Metastasenhdufigkeit bei den mit Tinzaparin behandelten Krebspatienten ldsst sich so erklaren (157).

Nun stellt sich die Frage, was die positiven CTCs und noch deutlicher die positiven CSCs in
Abbildung 20 dazu befdhigt, trotz der Wirkung von Tinzaparin mit Thrombozyten zu interagieren. Es
ist denkbar, dass die eingesetzte Tinzaparin-Konzentration nicht zur Hemmung aller Thrombozyten
beziechungsweise aller von diesen exprimierten P-Selektinen gefiihrt hat. Sie entsprach mit 1 U/ml
ungefihr der fiir den klinischen Gebrauch empfohlenen Blutkonzentration (165,195). Auf diese Weise
wird die koagulatorische Fahigkeit der Patienten nicht vollstéindig unterdriickt, da ansonsten bereits bei
Bagatelltraumata schwere Blutungen drohten. Es ist ebenfalls moglich, dass die Wechselwirkung tiber
andere Oberflachenproteine und damit einen Heparin-insensitiven Mechanismus vermittelt wird. So ist
GPIIb/IIla maBgeblich an der sicheren Bindung der beiden Zellgruppen beteiligt (198). McMarty und
Kollegen unterstrichen in ihrer Studie zwar erneut die besondere Bedeutung von P-Selektin beim
schnellen Erstkontakt unter FlieBbedingungen, konnten aber ebenfalls die direkte Bindung iiber
GPIIb/Il1a beobachten (85). Diese erfolgte dabei unter anderem iiber vWF und Fibronektin (199). Einige
Tumorzellen sind sogar zur de novo-Synthese von vWF fihig (86). Im Ubrigen wurde der Krebs noch
nicht ,,besiegt”. So kann die Therapie von Krebspatienten mit Tinzaparin die Bildung von Metastasen
zwar reduzieren, in vielen Fallen jedoch nicht verhindern (157). Die in der vorliegenden Arbeit
beobachtete Interaktion zwischen Tumorzellen und Thrombozyten unter der Wirkung eines

niedermolekularen Heparins steht im Einklang mit diesen Uberlegungen.

Dabei fillt erneut der 20%ige Anteil positiver Zellen in den Versuchen mit differenzierten A549-Zellen
auf. Wie fiir Abbildung 8 bereits diskutiert, konnte es sich bei dieser in Abbildung 20 (A) als Schulter
sichtbaren Subpopulation um Tumorstammzellen handeln. Es ist nicht auszuschlieB3en, dass CSCs durch
verstiarkte TCIPA oder andere Mechanismen auch unter der Wirkung von Tinzaparin mit Thrombozyten
interagieren konnen. Tatsdchlich zeigten reine CSC-Populationen einen héheren Anteil positiver Zellen
mit leichter Zunahme im  zeitlichen Verlauf (Abbildung 22) als differenzierte
A549-Zellen (Abbildung 21). So konnte aus der stiarkeren TCIPA-Aktivitdt der CSCs eine vermehrte
Aktivierung des GPIIb/Illa-Integrins auf der Thrombozyten-Oberfliche resultieren, was die
P-Selektin-unabhingige Bindung begilinstigen wiirde. Nichtsdestotrotz war der hemmende Effekt von
Tinzaparin auch bei Stammzell-dhnlichen A549-Zellen zu jedem  Versuchszeitpunkt
signifikant (Abbildung 22). Vor dem Hintergrund, dass vermutlich ausschlieBlich CSCs zur
Metastasierung fahig sind (122) und dass niedermolekulare Heparine eben diese hemmend beeinflussen
konnen (197), erscheint der hier sichtbare Effekt von Tinzaparin auf die Wechselwirkung zwischen

Tumorstammzellen und Thrombozyten schliissig.
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IV.3 Ausblick

Die Ergebnisse dieser Arbeit konnten die Wechselwirkung zwischen Thrombozyten und Tumorzellen
unter FlieBbedingungen zeigen. Diesem Umstand wird insbesondere bei der Metastasenbildung eine
grofe Bedeutung zugeschrieben (9). Neue Erkenntnisse der zugrunde liegenden Mechanismen kdnnen
die Entwicklung zielgerichteter Medikamente vorantreiben. Da die hohe Mortalitdt von Krebspatienten
maBgeblich von der Metastasenbildung abhingt, lieBe sich so das Uberleben vieler Menschen
verldngern und verbessern. Durch die im Blutstrom auf CTCs wirkenden Noxen, scheinen insbesondere
die Tumorzellen einen Vorteil zu haben, die Thrombozyten schnell an sich binden kénnen. Eine néhere
Untersuchung dieser ,,schnellen Zellen beispielsweise auf Stammzellmarker scheint dabei von

besonderer Relevanz.

Dariiber hinaus konnte in dieser Arbeit zum ersten Mal die bereits unter statischen Bedingungen (158)
beobachtete Phagozytose von Thrombozyten durch Tumorzellen bei laminarer Stromung nachgewiesen
werden. Die Fahigkeit von CTCs, aktivierte Thrombozyten zu internalisieren, ist vermutlich mafigeblich
an ihrer erfolgreichen Streuung beteiligt. Dementsprechend bietet auch diese Erkenntnis
vielversprechende Ansatzpunkte fiir die Krebstherapie. Die gezielte Hemmung der Phagozytose lie3e

eine deutliche Reduktion der Metastasenhdufigkeit erhoffen.

Tumorstammzellen gelten als die Hauptakteure im Prozess der Metastasierung (122). Hierfiir ist unter
anderem ihre ausgepragte Fahigkeit zur Interaktion mit Thrombozyten verantwortlich zu machen. In der
vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass CSCs quantitativ stirker und schneller mit
Blutplattchen in Kontakt treten konnten als differenzierte Tumorzellen. Dies ist ein Umstand, der einen
entscheidenden Uberlebensvorteil bedeuten kann. Weitere Untersuchungen hinsichtlich der
Unterschiede zwischen den Tumorzellen mit und jenen ohne Stammzell-Eigenschaften kénnten zur
Erforschung geeigneter Inhibitionsmethoden der Tumorentstehung, -progression

und -metastasenbildung fithren.

Niedermolekulare Heparine wie beispielsweise Tinzaparin werden bereits standardméfig auf
onkologischen Stationen zur Thromboseprophylaxe angewendet (195). Dariliber hinaus wird ein
antimetastatischer Effekt bei dieser Medikamentengruppe angenommen (76). Die hier beobachtete,
stark hemmende Wirkung auf die Wechselwirkung zwischen Thrombozyten und CTCs liefert dafiir eine
mogliche Erkldrung. Dabei scheint insbesondere die Hemmung des Oberflachenproteins P-Selektin
entscheidend zu sein. Die weitere Beleuchtung dieses Sachverhaltes soll in Zukunft einen bewussteren
Einsatz von niedermolekularen Heparinen gestatten und damit den Weg zu kurativen Therapieansitzen

vieler Tumorleiden ebnen.
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