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I. Arbeitshypothese und Fragestellung

Komplexe Tumor-Stroma-Interaktionen spielen beim Primdrtumorwachstum und bei der
Tumormetastasierung eine wichtige funktionelle Rolle. In das Tumorstroma werden dabei
mesenchymale Stammzellen eingebaut, {iber deren Interaktion mit den dort vorhandenen
Tumorzellen wenig bekannt ist. Diese Stammzellen kommen neben dem Primértumor auch in
denjenigen Organen - wie z.B. dem Knochenmark - vor, in welche die Tumoren
metastasieren. Ein Paradebeispiel fiir eine solche frithzeitige Fernmetastasierung in ein Organ
ist das Knochenmark, wohin das kleinzellige Bronchialkarzinom bevorzugt metastasiert.
Zellfusionen zwischen Tumorzellen und Stammzellen konnten dabei zum Erwerb von zur
Metastasierung notwendigen FEigenschaften wie Selbsterneuerung, Migrations- und
unbegrenzter Proliferationsfdhigkeit fiihren. Solche Zellhybride konnten Wachstumsfaktoren
sezernieren und sich autokrin selbst stimulieren
Eine besondere Bedeutung besitzt hierbei die CXCR4/CXCL12-Achse: Viele Tumorzellen
exprimieren den Rezeptor CXCR4, wobei diese bevorzugt in Organe, in welchen das Zytokin
CXCLI12  ausgeschiittet ~wird, metastasieren. Da  Zellen des kleinzelligen
Bronchialkarzinomes den Rezeptor CXCR4 und mesenchymale Stammzellen seinen
Liganden CXCL12 exprimieren, konnten durch Zellfusion Hybridzellen mit einer autokrinen
Stimulation dieses Chemokinweges entstehen.
Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher, folgende Fragen zu kliren:
- Kommt es in vitro zu spontanen Fusionen zwischen Zellen des kleinzelligen
Bronchialkarzinoms und mesenchymalen Stammzellen?
- Wenn ja, welche der untersuchten Zelllinien zeigt die hochste Fusionsfrequenz?
- Lasst sich durch Inhibition des Chemokinrezeptors CXCR4 eine Alteration der
Fusionsfrequenz erreichen?
- Lasst sich durch eine pharmakologische Beeinflussung der Zellmembranfluiditét eine
Alteration der Fusionsfrequenz erreichen?
- Spiegelt sich eine pharmakologisch erreichte Alteration der
Membranzusammensetzung und damit -fluiditdt auch in der Glykokalyx, deren

Synthese tiber Lipidvorstufen erfolgt, wider?



II. Einleitung

2.1 Stammzellen

2.1.1 Eigenschaften embryonaler und adulter Stammzellen

Stammzellen und insbesondere deren mogliche klinisch-therapeutische Anwendungen sind in
den letzten Jahren zunehmend zum Gegenstand medizinischer Forschung geworden.

Dabei wird unter Stammzellen eine Zellpopulation verstanden, welche iiber eine sogenannte
asymmetrische Teilung zur Selbsterneuerung (self-renewal) befdhigt ist. Wahrend bei der
klassischen mitotischen Teilung aus der Ursprungszelle zwei identische Tochterzellen
hervorgehen, gehen bei des asymmetrischen Teilung eine sich differenzierende Tochterzelle
sowie eine zur erneuten Teilung befdhigte, undifferenzierte Stammzelle hervor. Durch diesen
asymmetrischen Teilungsprozess wird der Erhalt der undifferenzierten Stammzellpopulation
ermdglicht (Herzog et al., 2003). Ferner sind diese zunéchst nicht spezialisierten Zellen
aufgrund sowohl biochemischer als auch physiologischer Stimuli in der Lage, sich in
spezialisierte Zellen zu differenzieren (Jiang et al., 2002).

Grundlegend wird zwischen zwei Entititen von Stammzellen unterschieden: Dabei werden
die sogenannten embryonalen Stammzellen (Embryonic Stem cells = ES cells) von adulten
oder somatischen Stammzellen abgegrenzt. Die pluripotenten embryonalen Stammzellen
leiten sich von der Inneren Zellmasse (Inner Cell Mass = ICM) der Blastozyste ab und sind in
vivo zur Differenzierung in Zelltypen aller drei Keimbldtter befdhigt. Wenngleich die
Isolierung von humanen embryonalen Stammzellen moglich ist, ist ihre Verwendung in
Forschung und Therapie jedoch hochst umstritten (Thomson et al., 1998; Frankel, 2000).
Hingegen lassen sich adulte Stammzellen aus verschiedenen Organen beziehungsweise
Geweben des menschlichen Organismus isolieren; sie besitzen jedoch nicht eine
gleichwertige Féhigkeit zur unbegrenzten Proliferation und konnen sich nicht in sdmtliche
Zelltypen des Organismus differenzieren.

Wihrend lange Zeit angenommen wurde, dass es sich bei diesen adulten Stammzellen um
organspezifische Stammzellen handelt, welche sich nur zu Zellen des origindren Gewebes,
aus welchem sie isoliert wurden, entwickeln kdnnen, mehren sich Hinweise darauf, dass es
sich hierbei nicht ausschlieflich um determinierte Vorlduferzellen handelt, sondern dass
zumindest einigen dieser adulten Stammzellen in Abhédngigkeit von ihrem Ursprungsgewebe

die Moglichkeit einer multipotenten Differenzierung gegeben ist.



Das Knochenmark ist ein Ort, an dem sich besonders viele Stammzellen befinden. Es enthilt
zwei wesentliche Typen von Stammzellen: Zum einen hidmatopoetische Stammzellen
(Hematopoietic Stem Cells = HSC), deren Nachkommen sich in die verschiedenen Typen der
reifen Blutzellen differenzieren konnen, zum anderen mesenchymale Stammzellen (Marrow
Stromal Cells; Mesenchymal Stem Cells = MSC), deren Nachkommen die Fahigkeit besitzen,
sich in diverse mesenchymale Zelltypen zu differenzieren wie Osteoblasten, Chondroblasten
oder Adipozyten; diese Stammzellen besitzen in vitro eine begrenzte Proliferationsfahigkeit.
Im Gegensatz hierzu kann aus Kulturen dieser mesenchymalen Stammzellen eine
Zellpopulation mit unbegrenzter Proliferationsfihigkeit und bemerkenswert breiten
Differenzierungsmdglichkeiten isoliert werden, ndmlich multipotente adulte Progenitorzellen
(Mulipotent Adult Progenitor Cells = MAPC).

Bei mesenchymalen Stammzellen kann eine Differenzierung entlang mesenchymaler Linien
zu verschiedenen Geweben wie beispielsweise Knochen-, Binde-, Fett- oder Knorpelgewebe
und dem Stroma des Knochenmarks beobachtet werden (Herzog et al., 2003; Pittenger et al.,
1999). Zusitzlich wurde die Differenzierung zu Skelettmuskelzellen beschrieben (Ferrari et
al., 1998). Ebenso wird derzeit die Moglichkeit der Regeneration infarzierten
Myokardgewebes mittels mesenchymaler Stammzellen intensiv untersucht: Es wird
postuliert, dass lokal applizierte Stammzellen in der Lage sind, de novo Myokardgewebe zu
bilden (Orlic et al., 2001).

Allerdings konnen sich aus dem Knochenmark isolierte Stammzellen wahrscheinlich nicht
nur entlang mesenchymaler, sondern dariiber hinaus auch entlang endo- und
neuroektodermaler Linien differenzieren (Jiang et al., 2002; Mezey et al., 2000; Woodbury et
al., 2000; Petersen et al., 1999; Scintu et al., 2006). Fiir diese aus Kulturen humaner
mesenchymaler Stammzellen isolierten, sogenannten multipotenten adulten Vorlduferzellen
wird damit eine Differenzierungsmoglichkeit tiber die eigene Linie hinaus postuliert (Herzog
et al., 2003; Schwartz et al., 2002).

Fiir dieses Differenzierungsphinomen, das als Plastizitit bezeichnet wird - wobei unter
Plastizitit die Fidhigkeit einer aus einem spezifischen adulten Gewebe isolierten
Zellpopulation verstanden wird, sich in Zellen zu differenzieren, welche anhand ihres
Genexpressionsmusters sowie ihres funktionalen Phénotyps einem anderen adulten Gewebe
zuzuordnen sind - gibt es unterschiedliche, teils widerspriichliche Erkldrungsansétze (Herzog
et al., 2003).

Die Transplantation von aus dem adulten Knochenmark isolierten Zellen hat in vivo zu

unerwarteten Phanotypen wie Muskel-, Leberzellen oder Neuronen gefiihrt (Terada et al.,
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2002). Als ein wesentlicher zum Phinomen der Plastizitét fiihrender Mechanismus werden
Zell-Zell-Fusionen diskutiert, durch welche eine Stammzelle mit einer somatischen Zelle ein
Heterokaryon formt, welches das Genexpressionsmuster der somatischen Zelle iibernimmt
(Terada et al., 2002; Ying et al., 2002; Herzog et al., 2003). Auch wenn die Zellfusion keinen
eigentlichen Mechanismus der Differenzierung darstellt, konnten weite Teile der Ergebnisse
zur Plastizitdit auf Fusionsphdnomenen beruhen, wenn Stammzellen nicht {iber
Transdifferenzierung, sondern iiber Zellfusion zur Entstehung nicht dem Knochenmark
zuzuordnender Zelltypen beitragen (Wang et al., 2003). Gleichzeitig konnten jedoch auch

durch Fusion entstandene Zellen eine enorme physiologische Bedeutung besitzen.

2.1.2 Mesenchymale Stammzellen und maligne Tumore

Ein Tumor kann als ein Organédquivalent betrachtet werden, welches aus den eigentlichen
malignen Zellen sowie einer grolen Zahl an primdr nicht malignen Zellen, dem
tumorassoziierten Stroma, besteht. Dieses Stroma besitzt eine zentrale Rolle bei der
Erhaltung und Progression des malignen Tumors. Wéihrend Zell-Zell-Kontakte, die
extrazellulire Matrix sowie sezernierte Faktoren des Stromas beispielsweise iiber die
Aufrechterhaltung der Zellpolaritit hemmende Wirkungen auf Ansiedlung, Wachstum und
Ausbreitung von Tumorzellen ausiiben, kann bei der entsprechenden Expression von
Rezeptoren durch die Tumorzellen auch eine wachstumsfordernde Wirkung auf maligne
Zellen ausgeiibt werden (Bissell und Radisky, 2001).

Mesenchymale Stammzellen werden im Rahmen chronischer Inflammation in geschédigte
Gewebe rekrutiert (Fox et al., 2007; Karnoub et al., 2007). Verschiedenste pathologische
Prozesse, denen lediglich die Gewebsschddigung gemein ist, konnen zu einer Einwanderung
von mesenchymalen Stammzellen flihren: Dazu zdhlen die cerebrale Ischidmie, toxische
Schiadigungen oder Hautverletzungen (Ortiz et al., 2003; Sasaki et al., 2008).

Auch viele maligne Tumoren konnen als Ort chronischer Inflammation begriffen werden
(Coussens und Werb, 2002; Dvorak, 1986). Daher werden mesenchymale Stammzellen auch
in maligne Tumore und deren Metastasen rekrutiert (Karnoub et al., 2007; Studeny et al.,
2002).

Mesenchymale Stammzellen verdndern dort durch die Ausschiittung parakriner Faktoren die
Wachstumsbedingungen der Tumorzellen und konnen so das Wachstum von Tumorzellen

fordern, eine besondere Rolle spielt hierbei die Sekretion von CXCL12 (Orimo et al., 2005).
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Ferner konnen mesenchymale Zellen jedoch auch iiber die Exkretion bestimmter Faktoren
wie dem Chemokin CCLS eine Steigerung der Motilitét, der Invasionsfahigkeit und damit des
metastatischen Potenzials evozieren (Karnoub et al., 2007). Aktiviertes Stroma kann im
Rahmen chronischer inflammatorischer Prozesse sogar selbst als Karzinogen wirken und zur
Bildung maligner Tumore beitragen, und zwar vor allem iiber die Sekretion von
Wachstumsfaktoren wie TGF-3 (Dolberg et al., 1985; Sieweke et al., 1990).

Fiir das kleinzellige Bronchialkarzinom konnte beispielsweise gezeigt werden, dass
extrazelluldre Matrixproteine, welche von mesenchymalen Zellen sezerniert wurden, die
Tumorzellen vor der Apoptose bewahren konnen, was zur Chemoresistenz der Tumoren

beitragen konnte (Sethi et al., 1999).

2.1.3 Mesenchymale Stammzellen fiir experimentelle onkologische Therapieansitze

Die mogliche Anwendung von mesenchymalen Stammzellen als Vektoren fiir
experimentelle, insbesondere gentherapeutische Therapieansdtze wird derzeit intensiv
untersucht. IThre besondere Eignung als Vektor griindet sich auf mehrere Faktoren. Zum einen
lassen sich mesenchymale Stammzellen mit Adeno- oder Lentiviren einfach und
hochquantitativ transduzieren (McMahon et al., 2006), zum anderen lassen sich
mesemchymale Stammzellen eines Patienten einfach gewinnen und kultivieren (Corsten und
Shah, 2008). Insbesondere ihr ausgeprigter Pathotropismus begriindet jedoch ihre Eignung
als Vektor fiir experimentelle Therapieansitze; so konnen Stammzellen als Vehikel genutzt
werden, um effektiv verschiedene Tumoren zu infiltrieren, wie beispielsweise Gliome
(Aboody et al., 2000). Diese Eigenschaften lassen mesenchymale Progenitorzellen ebenfalls
geeignet erscheinen, auch im Rahmen der experimentellen Therapie benigner Erkrankungen
als Vektoren zu dienen. Gleichzeitig konnen sie iiber ihre intrinsischen Eigenschaften wie
ihre Plastizitit eine lokale Wirkung entfalten, beispielsweise im Bereich kardiovaskulédrer
oder neurodegenerativer Erkrankungen (Srivastava und Ivey, 2006; Lindvall et al., 2004).

Mogliche unerwiinschte Interaktionen zwischen den applizierten Stammzellen und den
Zielzellen, welche moglicherweise sogar zu einer Progression der malignen Erkrankung

fiihren konnten, werden dabei bisher wenig beriicksichtigt.
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2.2 Tumorstammzellen

2.2.1 Analogien zwischen den Prinzipien der Stammzell- und Tumorzellbiologie

Ausgehend von Analogien zwischen den zellbiologischen Eigenschaften insbesondere
hidmatopoetischer Stammzellen und hdmatologischer maligner Erkrankungen wurden
bestimmten Subpopulationen von Tumorzellen Stammzelleigenschaften zugeschrieben. Diese
Stammzellen besitzen eine zentrale Bedeutung fiir die Entstehung und Aufrechterhaltung von
malignen Erkrankungen; sie werden im englischsprachigen Schrifttum als cancer stem cells
(Tumorstammzellen) bezeichnet (Reya et al., 2001; Savona und Talpaz, 2008).
Tumorstammzellen besitzen Merkmale, die zur zellbiologischen Definition normaler
Stammzellen herangezogen werden wie z. B. die Féhigkeit zur Selbsterneuerung
(self-renewal).

Die Theorie der Tumorstammzellen postuliert, dass analog zu adulten Stammzellen nur ein
Teil der malignen Zellen zu unbegrenzter Proliferation fahig ist und damit den wesentlichen
Faktor fiir Persistenz und Progression der malignen Erkrankung darstellt. Diese
Tumorstammzellen teilen sich analog zu normalen Stammzellen ebenfalls asymmetrisch
(Reya et al., 2001).

Signalwege, welche fiir die Erneuerung normaler Stamm- und Progenitorzellpopulationen
wiahrend der Entwicklung essentiell sind, werden bei einer Vielzahl maligner
Zellpopulationen dysreguliert und sind auch in ihrer onkogenen Bedeutung gut
charakterisiert: Die sezernierten Glykoproteine der Wnt-Familie besitzen eine Schliisselrolle
bei Entwicklungsprozessen vieler Spezies, so beeinflussen sie beispielsweise die Zellpolaritét
(Cardigan und Nusse, 1997). Wnt-Proteine fordern das Wachstum himatopoetischer
Progenitorzellen und inhibieren deren Differenzierung (Willert et al., 2003). Ein Endpunkt
der Wnt-Signalkaskade ist damit die Erhaltung einer undifferenzierten Stammzellpopulation
(Kielman et al., 2002; Korinek et al., 1998). Gleichzeitig werden Mutationen und damit eine
Aktivierung des Wnt-Signalweges bei verschiedenen Tumoren angetroffen, insbesondere
beim Kolonkarzinom und Leukdmien (Reya und Clevers, 2005; Chan et al., 1999; Peifer und
Polakis, 2000).

Andere Signalwege, welche sowohl bei der Aufrechterhaltung von Stammzellpopulationen
angetroffen werden als auch bei der Onkogenese zentrale Bedeutung besitzen, sind nicht nur
der Notch-, sondern auch der Shh- (sonic hedgehog) Signalweg, aber auch die
Uberexpression des Onkogens bcl-2 (Taipale und Beachy, 2001; Domen et al., 1998).
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Mutationen, welche zur Dysregulation von Signalwegen fiihren, die an der Selbsterneuerung
von Stammzellpopulationen beteiligt sind, konnen also diverse maligne Erkrankungen
auslosen (Pardal et al., 2003). So héngt beispielsweise die Selbsterneuerung von
hidmatopoetischen Stammzellen vom Protoonkogen Bmi-1 ab, jedoch ebenso die Proliferation
leukdmischer Stammzellen: Bmi-1 negative leukdmische Stammzellen sind nach
Transplantation in ein Mausmodell nicht befdhigt, eine Erkrankung zu induzieren (Lessard

und Sauvageau, 2003; Park et al., 2003).

2.2.2 Stammzellen als mégliche Ursprungszellen von malignen Tumoren

Fir die meisten malignen Erkrankungen ist die eigentliche Zielzelle der malignen
Transformation nicht bekannt. Aufgrund mehrerer Beobachtungen erscheint jedoch die
Annahme gerechtfertigt, dass im Gewebe liegende Stammzellen das Ziel onkogener
Mutationen sein konnten, und zwar eher als differenzierte Zellen des jeweiligen Gewebetyps.
Sowohl Stammzellen als auch Tumorzellen haben ein unbegrenztes Proliferationspotential
mit der Fahigkeit zur Selbsterneuerung (Reya und Clevers, 2005). Ferner besitzen beide
Zelltypen die Fahigkeit der Differenzierung in normale oder pathologische Gewebe mit
unterschiedlichen  phénotypischen  Charakteristika und ebenso unterschiedlichem
verbleibenden Proliferationspotential (Fidler und Hart, 1982; Fidler und Kripke, 1977).

Da die meisten Tumoren einen klonalen Ursprung besitzen, muss die urspriinglich den Tumor
induzierende maligne Zelle phinotypisch unterschiedlich differenzierte Zellen hervorbringen,
darunter sowohl Zellen, welche zur Aufrechterhaltung einer proliferierenden Subpopulation
dienen, als auch weit differenzierte Tumorzellen ohne nennenswertes Proliferationspotential,
welche oft Charakteristika des Ursprungsgewebes exponieren (Reya et al, 2001; Fearon et al.,
1987). Somit sind bei Tumorzellen Prozesse zu beobachten, die analog zur Selbsterneuerung
und Differenzierung von Stammzellen ablaufen.

Die Zielzelle der malignen Transformation selbst kann also prinzipiell eine Progenitorzelle
beziehungsweise eine differenzierte Zelle sein, die durch kontinuierliche Mutagenese
dedifferenziert und Stammzelleigenschaften gewinnt wie die Fihigkeit zur Selbsterneuerung
oder eine im Gewebe liegende Stammzelle, welche durch Aktivierung von Onkogenen und
Deaktivierung von Tumorsuppressorgenen maligne Charakteristika ausbildet (Pardal et
al., 2003). Eine im Gewebe liegende Stammzelle besitzt also bereits a priori Eigenschaften,

welche ebenfalls maligne Zellen kennzeichnen wie Selbsterneuerung, unbegrenzte
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Proliferationsfdhigkeit und Differenzierung in phénotypisch distinkte Tochterzellen; sie mul3
diese Eigenschaften nicht zusitzlich zu anderen notwendigen Mutationen wie beispielsweise
dem Verlust der Kontaktinhibition erwerben. Gleichzeitig haben differenzierte Zellen
lediglich eine kurze Lebenszeit, in der Mutationen akquiriert werden konnen (Pardal et al.,
2003). Zusétzlich besitzen leukdmische Stammzellen ein Profil an Oberflichenmarkern, das
denen normaler hdmatopoetischer Stammzellen &hnlich ist (Bonnet und Dick, 1997). Im
Gewebe liegende Stammzellen erscheinen also als wahrscheinliche Ursprungszelle maligner
Erkrankungen. Eine Ubersicht der malignen Transformation bei beiden putativen Zielzellen

sowie eine Gegeniiberstellung zur normalen Stammzellbiologie findet sich in Abbildung 1.
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Abbildung 1: Darstellung normaler und maligner Zelldifferenzierungsmodelle (modifiziert nach Pardal et al.,

2003)

A: Modell einer normalen Zelldifferenzierung: Ausgehend von pluripotenten embryonalen Vorlduferzellen
(Embryonic Precursor Cell=EPC) entwickeln sich iiber die Zwischenstufe der fetalen Stammzellen (Fetal Stem
Cell=FSC) schlieBllich adulte Stammzellen (Adult Stem Cell=ASC); aus diesen entstehen dann differenzierte
Zellen mit begrenztem proliferativen Potential.

B: Modell einer malignen Transformation: Differenzierte Zellen (Mature Cell=MC) erwerben {iber
Mutagenese die Fahigkeit zur Selbsterneuerung oder bereits hierzu befdhigte Stammzellen (Stem Cell=SC)
erfahren onkogene Mutationen. Uber praemaligne Stammzellen (Premalignant Stem Cells=PSC) entstechen dann
schlieBlich Tumorstammzellen (Cancer Stem Cells=CSC); aus diesen entstehen dann differenzierte Tumorzellen

(Cancer Cells=CC) mit begrenztem proliferativen Potential.

2.2.3 Tumorstammzellen

Es konnte zuerst fiir himatoonkologische Erkrankungen gezeigt werden, dass lediglich ein
kleiner Anteil der malignen Zellen zu unbegrenzter Proliferation und der Ausbildung von
Kolonien in Weichagar beféhigt ist (Bruce und van der Gaag, 1963). Diese Zellen werden als
leukdmische Stammzellen bezeichnet (Park et al., 1971). Es handelt sich hierbei um eine

Subpopulation maligner Zellen, die anhand der Expression von bestimmten
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Oberflichenmarkern von nicht in gleichem Malle proliferationsfahigen Zellen unterschieden
werden konnte. So konnte bei der akuten myeloischen Leukdmie gezeigt werden, das
lediglich CD34°CD38" Leukimiezellen in der Lage sind, nach Transfer in NOD/SCID
Maiusen eine AML zu induzieren. Sie besitzen damit charakteristische Merkmale des
Phinotyps hiamatopoetischer Stammzellen (Bonnet und Dick, 1997). CD34CD38"
Leukidmiezellen waren hierzu nicht befdhigt, obwohl sie einen blastischen Phédnotyp besitzen.
Auch fiir die chronisch myeloische Leukimie konnten in den unterschiedlichen
Erkrankungsphasen Tumorstammzellen identifiziert werden, die anhand distinkter
biochemischer und zellbiologischer Marker als eigenstéindige Subpopulation gekennzeichnet
werden koénnen (Savona und Talpaz, 2008; Jamieson et al., 2004).

Neben der Beobachtung, dass nur ein geringer Teil einer Tumorzellpopulation befdhigt ist, in
Weichagar Kolonien zu bilden, wird diese Theorie auch von dem Phédnomen gestiitzt, dass
gewohnlich eine groBe Anzahl an Tumorzellen notwendig ist, um in einem Xenograftmodel
Tumoren zu induzieren (Hamburger und Salmon, 1977; Al-Hajj et al., 2003).

Gleichzeitig konnen bei einer Vielzahl maligner Erkrankungen einzelne disseminierte
Tumorzellen im Blut oder Knochenmark detektiert werden, ohne dass diese Patienten jemals
ein metastatisches Stadium ihrer Erkrankung entwickeln (Reya et al., 2001).

Die phinotypische Heterogenitiat vieler Tumore ist wahrscheinlich nicht nur auf eine
kontinuierliche Mutagenese, sondern auch auf eine aberrante Differenzierung von
Tumorzellen zuriickzufiihren, wenn innerhalb eines Tumors einzelne Zellen unterschiedliche
Differenzierungsmerkmale des urspriinglichen Gewebes aufweisen, so dass neben
Stammzellen auch Tumorstammzellen unterschiedlich differenzierte Zellen hervorbringen;
als Beispiel sei hier die variable Expression maligner Marker bei der chronisch myeloischen
Leukémie angefiihrt (Reya et al., 2001).

Die Existenz von Tumorstammzellen wird auch fiir die meisten soliden Tumore postuliert
und konnte inzwischen fiir eine Vielzahl dieser Tumore auch experimentell gestiitzt werden
wie beispielsweise flir das Mammakarzinom (Al-Hajj et al., 2003), das Kolonkarzinom
(O'Brien et al., 2007), das maligne Melanom (Schatton et al., 2008) und fiir Hirntumoren
(Singh et al., 2004).

Wihrend bisherige onkologische Therapien darauf abzielen, die sichtbare Tumormasse zu
verkleinern und an ihrem potentiellen Erfolg hieran evaluiert sind, konnte, neben einer
postulierten Akquisition von resistenzbegriindenden Mutationen, auch das teils distinkte
Muster biochemischer und zellbiologischer Eigenschaften der Tumorstammzellen eine

Erklarung fiir das lokale und distante Rezidivieren maligner Erkrankungen darstellen
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(O'Brien et al., 2007; Reya et al., 2001). Dies wird insbesondere dadurch unterstrichen, dass
Tumorstammzellen teils Proteine exprimieren, welche wie ABC Transporter eine
Chemoresistenz vermitteln konnen (Schatton et al., 2008; Zhou et al., 2001). Differenzierte
Zellen sind daher empfindlicher gegeniiber Chemotherapeutika (Pardal et al., 2003). Eine
geringere Suszeptibilitdt oder eine Resistenz der Tumorstammzellen gegeniiber iiblichen
Chemotherapeutika konnte also eine Erkldrung fiir das Versagen dieser Therapien beziiglich
einer dauerhaften Tumorkontrolle bilden (Williams et al., 1987). Ebenso konnte in Gliomen
fiir Tumorstammzellen eine hohe Radioresistenz nachgewiesen werden, welche diese
Stammzellen von normalen Gliomzellen unterscheidet (Bao et al., 2006). Zukiinftige
Therapien werden also auch die Vernichtung der Tumorstammzellen zum Ziel haben miissen
(Schatton et al., 2008; Reya et al., 2001). Aufgrund der eminenten Bedeutung von sowohl
hidmatopoetischen als auch gewebestéindigen adulten Stammzellen fiir den Organismus und
den Erhalt der Funktionsfdhigkeit seiner Organe scheint die Anwendung selektiv
stammzelltoxischer Substanzen mit dem Ziel der Depletion der Tumorstammzellpopulation
jedoch problematisch (Pardal et al., 2003). Interessanterweise konnte jedoch gezeigt werden,
dass es durch Kombination des Anthrazyklins Idarubicin und einem Proteasomeninhibitor
moglich ist, selektiv leukdmische Stammzellen zu zerstéren, ohne dabei die normalen
hdamatopoetischen Stammzellen in intolerablem Malle zu beeintrichtigen (Guzman et

al., 2002).

2.3 Die Bedeutung von Zellfusionen

2.3.1 Zell- und Membranfusion als grundlegendes biologisches Prinzip

Sowohl die Fusion von Zellen als auch die Fusion von Zellmembranen ist ein weit
verbreitetes Phinomen von grundlegender Notwendigkeit im Bereich
entwicklungsbiologischer, physiologischer, jedoch ebenfalls pathologischer Prozesse bei
multizelluldren Organismen (Sapir et al., 2008; Chen und Olson, 2005).

Zellfusionen kénnen in der Entwicklung ubiquitdr von der Befruchtung bei Sdugetieren iiber
die Bildung des Synzitiotrophoblasten bis zur Muskelentwicklung durch Fusion von
mononukledren Myoblasten beobachtet werden (Taylor, 2002; Primakoff und Myles, 2007;
Borges et al., 2003; Abmayr et al., 2003). Bei Makrophagen fiihren Differenzierungs- und
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schlieBlich Fusionsprozesse zur Bildung von Riesenzellen (Anderson, 2000; Vignery, 2000;
Teitelbaum und Ross, 2003).

Im Rahmen der zuletzt intensiv untersuchten Moglichkeit der Regeneration verletzter oder
alternder Zellen durch Stammzellen ist eine Fusion als mdglicher Mechanismus in
Erscheinung getreten; Fusionen zwischen Progenitorzellen und Zellen des Zielgewebes
konnten in einer Vielzahl von Geweben nachgewiesen werden, so zum Beispiel mit Purkinje-
Neuronen, Kardiomyozyten und auch Hepatozyten (Alvarez-Dolado et al., 2003; O'Malley
und Scott, 2004). Auch weiter differenzierte Zellen wie Makrophagen scheinen bei
reparativen Vorgidngen tiber Zellfusionen beteiligt, zumindest ist dies bei hepatischen
Erkrankungen beschrieben worden (Willenbring et al., 2004).

Bekanntes Beispiel fiir eine gewlinschte, artefiziell herbeigefiihrte Zellfusion ist die Bildung
von immortalisierten Hybridom- aus Myelomzellen und Lymphozyten zur Herstellung
monoklonaler Immunglobuline (Kohler und Milstein, 1975).

Neben einer grundlegenden Rolle von Zellfusionen im Rahmen physiologischer Prozesse
sind im pathologischen Bereich gestorte von unregulierten Fusionen zu differenzieren (Chen
und Olson, 2005).

Defekte der Zellfusion beispielsweise bei Myoblasten tragen wahrscheinlich zur Pathogenese
der myotonen Dystrophie und bei Osteoklasten zur Entwicklung der Osteopetrose bei
(Farkas-Bargeton et al., 1988; Teitelbaum und Ross, 2003; Miyamoto und Suda, 2003).
Jedoch kann auch eine erhohte Rate an Fusionen mit pathologischen Ereignissen verkniipft
sein: Seit mehr als 45 Jahren ist bekannt, dass bestimmte Viren Zellfusionen induzieren und
so schlieBlich zur Bildung von Synzitien fithren konnen (Okada, 1962). Membranumbhiillte
Viren selbst erlangen Zugang zu ihrer Zielzelle tiber die Fusion ihrer Oberflichenmembran
mit entweder der Plasmamembran der Zelle oder der Membran endozytotischer Vesikel (Earp

et al., 2005; Sieczkarski und Whittaker, 2005).

2.3.2 Zellfusion und maligne Transformation

Die Hypothese, dass Zell-Zell-Fusionen an der Progression maligner Erkrankungen
wesentlich beteiligt sein konnten, unterliegt aktuell einer intensiven wissenschaftlichen
Auseinandersetzung (Bjerkvig et al., 2005; Pawelek und Chakraborty, 2008). Die zu Grunde
liegenden Annahmen sind allerdings bereits deutlich dlter, so auch jene, dass Krebszellen aus

der Hybridisierung von somatischen Zellen und Leukozyten hervorgingen (Rachkovsky et
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al.,, 1998), erweitert durch die Hypothese, dass metastatische Zellen aus der Fusion von
Tumorzellen und Lymphozyten entstiinden und schlieBlich, dass die geno- und phénotypische
Vielfalt verschiedener Tumorentitidten auf Zellfusionen zuriickzufiihren sei (Mekler, 1971;
Warner, 1975).

Das Phianomen einer spontanen Fusion zwischen Tumorzellen sowohl untereinander als auch
zwischen malignen und normalen somatischen Zellen ist hinreichend bekannt und tragt
wahrscheinlich zur genetischen und damit auch phénotypischen Heterogenitdt von Tumoren
bei (Wakeling et al., 1994; Larizza und Schirrmacher, 1984). Ebenfalls wurde belegt, dass
derartige Fusionsereignisse mit der konsekutiven Bildung von Hybridzellen nicht auf
Zellkulturen beschrinkt sind, sondern auch in vivo vorkommen (Goldenberg et al., 1974).
Tumorzellen fusionieren in vivo mit einer Vielzahl von Zellen, so auch mit mesenchymalen
und epithelialen Zellen; insbesondere konnten auch Fusionen mit Stammzellen belegt werden
(Pawelek und Chakraborty, 2008; Rizvi et al., 2006). Beim multiplen Myelom konnte eine
iiberraschend hohe Fusionsrate zwischen Osteoklasten und Myelomzellen beobachtet
werden: Bis zu 30 % der Zellkerne der isolierten Osteoklasten waren maligner Herkunft,
Hinweis auf eine enorme Bedeutung dieser Fusionszellen fiir die Pathobiologie der
Erkrankung (Andersen et al., 2007). Gleichzeitig wandern mesenchymale Stammzellen in
Bereiche mit vorherrschender Gewebsschiadigung oder chronischer Inflammation ein (Jiang
et al.,, 2002; Coussens und Werb, 2002). Hierdurch konnen diese Stammzellen in
unmittelbare rdumliche Ndhe zu Tumorzellen und damit ithrem mdglichen Fusionspartner
gelangen.

Interessanterweise konnte gezeigt werden, dass auch die eingewanderten mesenchymalen
Stammzellen selbst Ursprung eines epithelialen Tumors werden konnen: So wurde
beobachtet, dass in durch eine Helicobacter Infektion chronisch entziindete Mukosa
eingewanderte mesenchymale Stammzellen {iber Metaplasie und dysplastische
Veranderungen die Ursprungszellen eines Magenkarzinoms darstellen konnen und damit den
Ursprung eines epithelialen Tumors (Houghton et al., 2004).

Tumorzellhybridisierungen konnen relevante Verdnderungen der Genexpression bedingen;
dies wiederum kann zur Entwicklung von Subpopulationen mit verdnderter biologischer
Aggressivitit und einem hoherem malignen Potential fiihren, wenn beispielsweise
hidmatopoetische oder lymphoretikulére, zur Migration befdhigte Zellen Eigenschaften auf bis
hierhin nicht zur Metastasierung fahige Tumorzellen tibertragen (Lagarde und Kerbel, 1984).
Die Expression von Genen beider fusionierender Linien kann eine Vielzahl von

Eigenschaften der resultierenden metastastischen Zellen erkldren wie Migration oder den
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Tropismus fiir Organe wie Lymphknoten, Leber, Gehirn und Knochenmark (Pawelek und
Chakraborty, 2008). Gleichzeitig werden bestimmte, eine Resistenz gegen Medikamente
vermittelnde Glykoproteintypen sowohl in Tumorzellen als auch in Zellen des
Knochenmarkes wie Makrophagen gefunden; als Beispiel seien hier P-Glykoproteine
angefiihrt (Gottesman und Ling, 2006).

In Abgrenzung zum eigentlichen Konzept der Tumorstammzellen kénnten also fiir eine
Metastasierung essentielle Eigenschaften wie Migrationsfahigkeit, Selbsterneuerung und
unbegrenzte Proliferationsfdhigkeit nicht durch maligne Transformation von im Gewebe
liegenden Stammzellen, sondern durch Fusion von Tumorzellen mit eingewanderten
Stammzellen beziechungsweise anderen aus dem Knochenmark stammenden Zellen herriihren
(Pawelek und Chakraborty, 2008). Dieses Konzept bietet eine alternative Erkldrung zur
Grundlage der Metastasierung, wenn Zellen, die Metastasen bilden, nicht aus disseminierten

Tumorstammzellen, sondern hybridisierten Tumorzellen hervorgehen.

Die Herkunft der eigentlichen Tumorstammzellen (cancer stem cells) ist letztlich nicht
gesichert. Viele Faktoren sprechen fiir die sequentielle Akquisition von Mutationen durch im
Gewebe liegende Stammzellen (Al-Hajj et al., 2003; Reya et al., 2001). Das traditionelle
Modell der klonalen Evolution einer Tumorzellpopulation durch schrittweise erfolgende
Mutationen erscheint vor dem Hintergrund der erfolgten Beobachtungen eher
unwahrscheinlich (Nowell, 1976). Jedoch bleibt ebenfalls die Mdglichkeit in Betracht zu
ziehen, dass Tumorstammzellen aus der Fusion von Stammzellen und somatischen Zellen
entstehen konnten (Bjerkvig et al., 2005). Dabei konnten sowohl die Stamm- als auch die
Tumorzellen oder sogar beide Zelltypen zuvor in Bezug zur Entwicklung eines Malignoms
stethende Mutationen erworben haben. Zu erwarten wiren aneuploide Zellen mit
ausgepragten chromosomalen Aberrationen, wie sie tatsichlich flir viele Krebserkrankungen
typisch sind (Duesberg, 2005). Aufgrund von moéglichen Reduktionsteilungen im Anschluss
an eine solche Fusion ist dieser Mechanismus jedoch auch bei schlielich diploiden Zellen in
Betracht zu ziehen (Bjerkvig et al., 2005).

Die entstehenden Hybridzellen konnen phénotypische Charakteristika lediglich eines Zelltyps
aufweisen, was ohne detaillierte genetische Analyse als De- oder Transdifferenzierung
aufgefasst werden konnte (Terada et al., 2002; Ying et al., 2002).

Eine Ubersicht der mdglichen Urspriinge von Tumorstammzellen liefert Abbildung 2.
Zusitzlich tragt die Fusion von Tumorzellen mit normalen somatischen Zellen innerhalb

eines Tumors zur phédnotypischen Vielfalt innerhalb desselben bei und erzeugt atypische
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Zellen unklarer biologischer Signifikanz, beispielsweise im Bereich des Endothels (Hida und

Klagsbrun, 2005).

Die Fusion von Zellen ist abhéngig von ihrer Membranstruktur, insbesondere der
Anwesenheit bestimmter Glykoproteine, wie durch Anwendung bestimmter Pharmaka
gezeigt werden konnte. So lieB sich durch Anwendung des B-HMG-CoA-Reduktasehemmers
Lovastatin die Fusion von Myoblasten inhibieren, welche einen frithen Schritt in der
Entwicklung der Muskelfaser darstellt (Jamieson et al., 1992). Auch durch Anwendung des
Statins Mevastatin konnte eine Fusionsinhibition erzielt werden, gleichzeitig konnte eine
Reduktion der Bindung der Lektine ConA und WGA an Oberflichenoligosaccharide
beobachtet werden, woraus eine statinbedingte Reduktion von Oberflichenglykoproteinen bei

Myoblasten abgeleitet wurde (Belo et al., 1993).
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Abbildung 2: Darstellung der unterschiedlichen Modelle zur Entstehung von Tumorstammzellen (modifiziert
nach: Bjerkvig et al., 2005).

A: Modell der Tumorstammzellentstehung aus einer differenzierten Zelle: Ausgehend von einer
differenzierten Zelle (Mature Cell=MC) findet iiber sequentiell erworbene Mutationen ein Erwerb von malignen
und Stammzelleigenschaften statt.

B: Modell der Tumorstammzellentstehung aus einer adulten Stammzelle: Im Gewebe liegende
Stammzellen (Stem Cell=SC) erfahren eine maligne Transformation.

C: Modell der Tumorstammzellentstehung durch Fusion: Differenzierte Zellen (MC) oder bereits maligne
Zellen (Cancer Cell=CC) fusionieren mit im Gewebe liegenden Stammzellen (SC). Eine anschlieBende
Mutagenese zur Malignisierung ist nicht in jedem Fall erforderlich.

Gemeinsamer Endpunkt ist die Entstehung einer Tumorstammzelle (Cancer Stem Cell=CSC). Semizirkuldre

Blockpfeile: Selbsterneuerung.

2.4 Metastasierung maligner Tumore

2.4.1 Metastasierung als mehrschrittiger Prozess

Metastasen und damit nicht die zugehdrigen Priméirtumoren sind verantwortlich fiir ungefahr
90 % der Krebstodesfille (Eccles und Welch, 2007). Bei bestimmten soliden malignen

Tumoren wie dem kleinzelligen Bronchialkarzinom oder dem Pankreaskarzinom liegt zum

Zeitpunkt der Diagnose hiufig bereits eine ausgedehnte Metastasierung vor (Nguyen und
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Massagué, 2007). Andererseits prasentieren sich Metastasen teils ohne fassbaren Primarius
(van de Wouw et al., 2003).

Metastasierung als Prozess der Ausbreitung von Tumorzellen von ihrem priméren
Entstehungsort an distante Manifestationsorte mit der konsekutiven Ausbildung von
Tumorabsiedlungen ist Gegenstand intensiver Forschungen, wobei ein integrierendes
Gesamtkonzept jedoch fehlt (Chambers et al., 2002; Fidler, 2003; Gupta und Massagué,
2006). Dabei wird ein mehrschrittiges, sequentielles Grundmuster postuliert, dessen einzelne
Schritte vollstdndig abgelaufen sein miissen, bevor eine Metastase klinisch manifest wird:
Die Angiogenese im Bereich des Primidrtumors oder indirekt die Ausbreitung {iiber
lymphatische Gefdle und dann folgend BlutgefiBBe ermoglicht die Intravasation von
Tumorzellen, welche dann in der Zirkulation iberleben miissen, bis es schliefllich zu
Extravasation in das ein Gefdll umgebende Gewebe kommt. Dort miissen die Tumorzellen in
der Lage sein zu proliferieren, wozu schlieBlich auch hier neue Blutgefidle notwendig sind
(Chambers et al., 2002; Folkman, 1992; Woodhouse et al., 1997).

Der Metastasierungsprozef3 erscheint dabei duflerst ineffizient, insofern man die Entwicklung
klinisch evidenter Metastasen als Endpunkt betrachtet, denn wihrend bei Tumorpatienten
vergleichsweise hohe Zahlen einzelner disseminierter Tumorzellen (Disseminated Tumour
Cells=DTC) in verschiedenen Geweben nachgewiesen werden konnten, bleibt deren
Bedeutung und hier insbesondere die Frage, warum nur ein duflerst geringer Anteil dieser
Zellen sich zu dann klinisch detektierbaren Metastasen weiterentwickelt, immer noch unklar
(Luzzi et al., 1998; Pantel et al., 2008).

Das Knochenmark scheint dabei das bevorzugte Organ fiir die Ausbreitung von
disseminierten Tumorzellen darzustellen (Pantel und Alix-Panabiéres, 2007). Dabei korreliert
das Vorhandensein dieser Tumorzellen im Knochenmark beispielsweise beim
Mammakarzinom klar mit der Entwicklung von hdmatogenen Fernmetastasen und einer
insgesamt schlechten Prognose (Braun et al., 2005). Es konnte daher ein Reservoir fiir
rezirkulierende Tumorzellen darstellen, von wo aus die sekundére Besiedlung anderer Organe
erfolgen konnte; gleichzeitig konnten diese Zellen zwischen Metastasen rezirkulieren (Pantel
et al., 2008). Die Ausbreitung einzelner Tumorzellen ist moglicherweise ein fritherer Schritt
der malignen Progression als bisher angenommen; vor dem Hintergrund des Konzeptes der
disseminierten Tumorzellen erfolgt damit auch die Metastasierung teilweise als frither Schritt
der malignen Erkrankung (Hiisemann et al., 2008; Pantel und Brakenhoft, 2004).

Eine mogliche Erklarung der fehlenden Progression dieser Tumorzellen zu klinisch evidenten

Metastasen konnte das Tumorstammzellkonzept liefern (Reya et al., 2001). Demnach wiren
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nur disseminierte Tumorstammzellen zur Proliferation und damit Ausbildung von Metastasen
befdhigt, nicht jedoch differenzierte Tumorzellen, welche weder das notwendige Potential zur
Selbsterneuerung besitzen noch zur Bildung differenzierungsfahiger Tochterzellen in der
Lage wiren (Brabletz et al., 2005). Mdgliche Interaktionen zwischen den disseminierten
Tumorzellen und den im Knochenmark befindlichen Stammzellen sind wenig untersucht; vor
dem Hintergrund der immer noch unklaren Entstehungsweise von Tumorstammzellen und
dem moglichen Mechanismus der Bildung durch Fusion zwischen Stammzellen und
Tumorzellen scheint die Bevorzugung des Knochenmarkes als Sammelpunkt fiir
disseminierte Tumorzellen jedoch hochst interessant, da hier unterschiedliche
Stammzelltypen in Kontakt zu diesen Tumorzellen gelangen kénnen (Bjerkvig et al., 2005).
Das Knochenmark konnte damit ein zentrales Kompartiment fiir die maligne Progression

allgemein und den Metastasierungsprozess im Besonderen darstellen.

2.4.2 Das Konzept der epithelial-mesenchymalen Transition als Vorraussetzung der

Metastasierung

Die epithelial-mesenchymale Transition (EMT) ist ein ProzeB3, innerhalb dessen epitheliale
Zellverbiande ihre Polaritdt und Zell-Zell-Kontakte verlieren und dabei einen ausgeprigten
Umbau ihres Zytoskelettes erfahren, der dazu fiihrt, dass diese Zellen migrieren kdnnen, was
einem mesenchymalen Phénotyp entspricht. Diese Zellen exprimieren mesenchymale Marker
und werden migrationsfdhig; hiermit wird die Wanderung dieser Zellen an Orte der
Organbildung ermoglicht (Thiery, 2002). Die epithelial-mesenchymale Transition stellt eine
grundlegende Vorraussetzung vieler entwicklungsbiologischer Prozesse dar wie
beispielsweise der Gastrulation, der Bildung der Neuralleiste, der Herzentwicklung oder der
Bildung des muskuloskelettalen Systems (Kang und Massagué, 2004). Viele Proteine, die
teils als Transkriptionsfaktoren Schliisselrollen bei der EMT im Rahmen der Entwicklung
einnehmen, spielen ebenfalls eine Schliisselrolle bei der Tumorprogression. Ein zentraler
Moment der EMT ist der Verlust der Expression von E-Cadherin, das einen wichtigen
Bestandteil der Zell-Zell-Kontakte darstellt (Brabletz et al., 2005). Fehlt E-Cadherin, wird der
Ubergang von Adenomen zu Karzinomen beobachtet und die Invasivitit von Tumorzellen
nimmt zu (Thiery, 2002).

Brabletz et al. (2005) schlugen ein Konzept wandernder Stammzellen vor:

Tumorstammzellen, die eine epithelial-mesenchymale Transition erfahren haben, gewinnen
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im Gegensatz zu stationdren Tumorstammzellen Mobilitit und sind anschlieBend dazu
befdhigt, zu metastasieren. Diese Tumorstammzellen erhalten Charakteristika eines
mesenchymalen Phinotypes wie eine Aktivierung des TGF-B-Signalweges (Eger et al.,
2004).

Jedoch kann auch durch Fusion ein Heterokaryon entstehen, welches phénotypische
Charakteristika beider Fusionspartner exprimiert (Terada et al., 2002; Ying et al., 2002;
Herzog et al., 2003). Der Beitrag von Zellfusionen mit mesenchymalen Stammzellen zu
Prozessen dhnlich der epithelial-mesenchymalen Transition und damit der Erzeugung einer

migrationsfahigen Tumorstammzelle ist bisher kaum untersucht.

2.4.3 Organpriferenz

Bestimmte Tumorentititen zeigen charakteristische Metastasierungsmuster: So manifestieren
sich beispielsweise Fernmetastasen des Adenokarzinoms der Prostata bevorzugt im
Knochenmark, wihrend Metastasen des kleinzelligen Bronchialkarzinoms vorzugsweise im
Knochenmark, den Nebennieren und im Gehirn in Erscheinung treten (Weiss, 1992).

Zwei Hypothesen konkurrieren um die Erkldrung dieses Phidnomens. Paget formulierte
erstmals die Hypothese, dass diese Praferenzmuster Ergebnis einer damals noch nicht néher
beschriebenen Abhdngigkeit von Tumorzelle und Zielorgan sein kdnnten (Paget, 1889; Poste
und Paruch, 1989). Demgegeniiber vermutete Ewing, dass Zirkulationsmuster zwischen
Primértumor und Manifestationsort der Metastasen diese Organpréferenz erkldren kdnnten
(Ewing, 1928). Neuere Untersuchungen zeigen, dass keine dieser Theorien alleine in der
Lage ist, klinisch evidente Metastasierungsmuster zu erkldren (Zetter, 1990; Fidler, 2001).
Deshalb muss nach neuen Erkldrungen fiir das Problem der Organpriferenz gesucht werden.
Ein Ansatz konnte darin bestechen, dass man die Stimulation der Tumorzellen durch

Chemokine in Betracht zieht.

2.4.4 Der Chemokinrezeptor CXCR4

Chemokine sind kleine Proteine niedriger Molekularmasse (5-15 kDa), deren Nomenklatur
und Klassifikation auf der Zahl und Anordnung von Cysteinresten in konservierten
Lokalisationen beruht. Hiervon ausgehend lassen sich vier Hauptgruppen von Chemokinen

unterscheiden: CXC, CC, C und CX3C. Chemokine stellen chemotaktisch wirksame

26



Zytokine dar, deren Ausschiittung die gerichtete Migration von Leukozyten verursacht,
wobei die Freisetzung diese Botenstoffe durch pathogene Stimuli, inflammatorische Zytokine
und Wachstumsfaktoren ausgelost werden kann (Zlotnik und Yoshie, 2000). Die Migration
der den entsprechenden Rezeptor exprimierenden Zellen erfolgt dabei entlang eines
chemischen Gradienten (Balkwill, 2004). Chemokinsignalwege besitzen eine gut
dokumentierte Rolle bei der Migration von Zellen, insbesondere beim homing von
Lymphozyten und hdmatopoetischen Zellen zu bestimmten Organen (Peled et al., 1999;
Baggiolini, 1998; Homey et al., 2002), aber auch im Rahmen der Myelopoese und anderer
entwicklungsbiologischer Prozesse wie der Migration von Neuronen im Cerebellum (Ma et
al., 1998). In Knockout-Modellen der CXCR4/CXCL12 Achse kommt es dementsprechend
zu Defekten in der Kolonisierung des Knochenmarkes durch hdmatopoetische Stammzellen
und zu Entwicklungsdefekten verschiedener Organe wie beispielsweise des Gehirns
(Tachibana et al., 1998; Zou et al., 1998).

Chemokinrezeptoren sind G-Protein gekoppelte Rezeptoren mit sieben
Transmembrandoméinen und werden neben Leukozyten auch auf endothelialen und einigen
epithelialen Zellen gefunden, insbesondere solchen, die eine maligne Transformation
erfahren haben (Miiller et al., 2001; Wang et al., 1998).

In malignen Tumoren kommt es neben der Ansammlung von eigentlichen Tumorzellen
charakteristischerweise zu einem leukozytiren Infiltrat. Das hierdurch entstehende
Chemokinnetzwerk innerhalb des Tumors beeinfluft wahrscheinlich Wachstum,
Proliferation, Differenzierung und Migration von Tumor- und Stromazellen (Balkwill und
Mantovani, 2001).

Aufgrund ihrer biologischen Eigenschaften sind Chemokine mit ihren Rezeptoren und ihre
tumorbiologische Bedeutung seit einigen Jahren Gegenstand intensiver Untersuchungen
geworden (Miller et al, 2001). Chemokine beeinflussen zentrale Bereiche der
Tumorprogression wie das Wachstum von Tumorzellen, die Angiogenese und die
Immunantwort gegen maligne Zellen (Luboshits et al., 1999; Tachibana et al., 1998; Vicari et
al., 2000).

Der in seiner tumorbiologischen Bedeutung am besten untersuchte Chemokinrezeptor ist
CXCR4 (Balkwill, 2004). Dieser Rezeptor besitzt in Abgrenzung zu den meisten anderen
Chemokinrezeptoren lediglich einen bekannten Liganden, ndmlich CXCL12. Wéhrend der
Entwicklung steuert die CXCR4/CXCL12-Achse die Migration von embryonalen Zellen bei

der Vaskularisierung des Gastrointestinaltraktes, der Mobilisierung von hdmatopoetischen
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Stammzellen, dem homing von Stammzellen und dem Transport von naiven Lymphozyten
(Balkwill, 2004; Tachibana et al., 1998).

Diverse Tumorentitdten exprimieren den Rezeptor CXCR4, wihrend in denjenigen Organen,
welche ein hdufiges Ziel der Metastasierung darstellen wie beispielsweise Lymphknoten,
Leber und Knochenmark, CXCLI12 exprimiert wird (Dorsam und Gutkind, 2007).
Entsprechend geht die vermehrte Expression von CXCR4 auf Tumorzellen mit einer erhdhten
Metastasierungshdufigkeit und einer schlechten Prognose einher (Balkwill, 2004). Dies ist
vor allem auf die starke chemotaktische Wirkung des CXCL12 zuriickzufiihren.

CXCL12 wird neben der physiologischen Sekretion auch am Ort einer Gewebeschidigung
sezerniert wie lokal nach einem Myokardinfarkt, nach einer Ischdmie der Extremititen oder
nach Radio- beziehungsweise Chemotherapie (Kucia et al., 2005; Ponomaryov et al., 2000).
Eine Vielzahl von unterschiedlichen Stammzellen exprimiert ebenfalls CXCR4 (Ma et al.,
1998). Damit ist zu vermuten, dass nach einer posttherapeutischen Schiddigung eines
malignen Tumors oder von Metastasen, beispielsweise nach kurativ intendierter Radiatio,
tiber eine Ausschiittung von CXCL12 nicht nur Stammzellen an den Ort der Schidigung
rekrutiert werden, sondern auch Tumorzellen (Kucia et al., 2005). Hierdurch konnte eine
Repopulation der eigentlich therapierten Metastase durch CXCR4" Tumorzellen erfolgen.
Gleichzeitig ergeben sich jedoch bereits durch die einwandernden Stammzellen negative
Auswirkungen, wenn durch sezernierte Chemokine wie CCLS5 Invasivitit,
Migrationsfahigkeit und damit das metastastische Potenzial der verbliebenen Tumorzellen
gesteigert werden (Karnoub et al., 2007).

Bei einer Vielzahl von Tumoren konnte eine CXCR4-Expression nachgewiesen werden,
jedoch oft nur bei einer Subpopulation der Tumorzellen (Balkwill, 2004). Normale Zellen des
Brustgewebes exprimieren CXCR4 lediglich in einem geringen Mafle oder gar nicht, in
Metastasen finden sich hingegen Brustkrebszellen, welche stark positiv fiir CXCR4 sind
(Miiller et al., 2001). Die Expression dieses Rezeptors ist bei vielen dieser malignen Tumoren
aberrant und als ein negativer prognostischer Faktor zu betrachten. So fand sich unter
anderem eine prognostisch ungiinstige Expression von CXCR4 beim Mammakarzinom
(Smith et al.,, 2004; Kang et al.,, 2005; Miiller et al., 2001), beim metastasierten
Prostatakarzinom (Akashi et al., 2008), bei Ovarialkarzinomzellen (Scotton et al., 2001),
beim kolorektalen Karzinom (Ottaiano et al., 2006) und beim malignen Melanom (Scala et
al., 2005).

Die CXCR4/CXCL12-Achse besitzt fiir Tumorzellen zwei wesentliche Bedeutungen: Zum

einen findet iiber sie eine Steigerung der Migrationsfahigkeit und Invasivitit der malignen
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Zellen statt, zum anderen verstirkt sie das Zellwachstum und die Uberlebensfihigkeit
(Balkwill, 2004).

Zellen des kleinzelligen Bronchialkarzinoms exprimieren eine hohe Dichte von CXCR4
Rezeptoren; eine Aktivierung des CXCR4/CXCL12-Signalweges bei diesen Zellen fiihrt zu
einer gesteigerten integrinvermittelten Adhdsion von Tumorzellen an die extrazelluldre
Matrix sowie an Stromazellen (Burger et al., 2003; Hartmannn et al., 2004; Hartmann et al.,
2005). Diese Stromazellinteraktion ist in der Lage, Tumorzellen vor einer
chemotherapieinduzierten Apoptose zu schiitzen (Hartmann et al., 2005). Ferner erhoht
CXCLI12 die Motilitdit von Tumorzellen des kleinzelligen Bronchialkarzinoms und deren
Proliferationsrate (Kijima et al., 2002).

Durch Stimulation mit CXCL12 lie8 sich bei Zellen eines Ovarialkarzinoms eine gesteigerte
DNA-Synthese und somit eine Verstirkung des Zellwachstums hervorrufen, gleichzeitig
wanderten diese Zellen entlang eines CXCL12-Gradienten (Scotton et al., 2002).

Ebenfalls konnte gezeigt werden, dass CXCLI12 die Fusion von Monozyten in vitro
stimuliert, damit konnte ein Beitrag zu Entstehung von Tumorstammzellen mdglich sein
(Bjerkvig et al., 2005; Wright et al., 2005).

Bei einigen Tumoren lie sich mRNA fiir das Chemokin CXCLI12 im Primértumor selbst
nachweisen, so beim Pankreaskarzinom, bei Gliomen und beim Ovarialkarzinom: Analog zur
Rolle des CXCL12 im Knochenmark sollte hierdurch bei CXCR4" Zellen eher eine Retention
dieser Zellen innerhalb der Primérlokalisation als eine Dissemination ausgeldst werden
(Balkwill, 2004). Die Wechselwirkungen innerhalb der CXCR4/CXCL12-Achse miissen
jedoch als dynamischer Prozess betrachtet werden. In Tumorregionen, in denen CXCL12
exprimiert wird, konnte dieses durch Proteasen abgebaut werden und durch lokale
Bedingungen die CXCR4-Expression gesteigert werden; somit konnten einzelne
Subpopulationen von Tumorzellen zur Auswanderung angeregt werden, auch wenn CXCL12
als Ligand prinzipiell préasent ist (Balkwill, 2004).

Beim Mammakarzinom lieB sich durch Inhibition von CXCR4 mittels eines monoklonalen
Antikorpers in vivo die Metastasierungsrate signifikant reduzieren (Miiller et al., 2001).
Durch Depletion des Membrancholesterols mittels eines f-HMG-CoA-Reduktasehemmers
konnte die Migration von CXCR4" Tumorzellen entlang eines CXCL12-Gradienten gestort
werden (Kucia et al., 2005). Durch eine verminderte Inkorporation von Cholesterol in die
Zellmembran kommt es wahrscheinlich zu einer Behinderung der Bildung von lipid rafts,
worauf bei Tumoren verschiedene therapeutische Effekte durch Statine zuriickzufiihren sein

diirften (Schmidmaier et al., 2004).
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Aufgrund der Bedeutung der CXCR4/CXCL12-Achse fiir die Tumorzellproliferation und
innerhalb des Metastasierungsprozesses scheint ihre pharmakologische Beeinflussung

therapeutische Mdoglichkeiten zu eréffnen.

2.4.5 Das Bizyklam AMD3100-Octahydrochlorid als CXCR4-Inhibitor

Bizyklame wurden urspriinglich als Inhibitoren der Replikation des Humanen
Immundefizienzvirus (HIV)-1 und HIV-2 identifiziert (De Clercq et al., 1992; De Clercq et
al., 1994; Donzella et al., 1998). Das Bizyklam 1,1°-[1,4.phenylenbis(methylen)]bis-1,4,8,11-
tetraazacyclotetradecan-octahydrochlorid  (AMD3100-Octahydrochlorid,  Sigma-Aldrich,
Saint Louis, USA) ist ein hochspezifischer und potenter Antagonist an CXCR4. Die beiden
tiber einen Phenylenbismethylen-Linker verbundenen Zyklamreste binden an die
Aspartatreste  Asp'’' in der Transmembrandomdne IV und Asp®® in der
Transmembrandomine VI des Rezeptors und verhindern so wahrscheinlich eine fiir den
Ubergang vom inaktiven zum aktiven Rezeptorzustand notwendige Konformationsinderung
(Gerlach et al., 2001; Rosenkilde et al., 2004; Rosenkilde et al., 2007). AMD3100 inhibiert
damit neben der durch CXCL12 induzierten Internalisierung des Rezeptors auch die
nachgeordnete Signalkaskade mit einem ausbleibenden intrazelluldren Anstieg des freien
Calciums und schlieSlich chemotaktische Phidnomene, wobei sich durch Substitution mit
Metallionen die Affinitdit von AMD3100 zum Rezeptor um ein Vielfaches steigern ldsst
(Schols et al., 1997; Hatse et al., 2002; Gerlach et al., 2003).

Aufgrund der CXCR4-Uberexpression auf Zellen verschiedener Tumorentititen werden
therapeutische Moglichkeiten einer Inhibition des Rezeptors untersucht. Bei priméren
cerebralen Malignomen konnten im Mausmodell eine Wachstumsverlangsamung von
transplantierten Tumoren beobachtet werden sowie synergistische Effekte einer Applikation
von AMD3100 zur Chemotherapie (Rubin et al., 2003; Redjal et al., 2006). Therapeutische
Effekte der Substanz konnten ebenso beim anaplastischen Schilddriisenkarzinom wie beim
peritoneal metastasiertem Magenkarzinom gefunden werden (De Falco et al., 2007;
Yasumoto et al., 2006).

Das Bizyklam AMD3100 ist also in der Lage, zuverldssig die CXCR4/CXCL12-Achse zu
unterbrechen und damit die iiber diesen Signalweg vermittelten Effekte wie die gerichtete

Zellmigration zu unterbinden.
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Die Anwendung von CXCR4-Antagonisten im hdmatoonkologischen Bereich wird derzeit
intensiv untersucht, insbesondere scheint sich die Substanz im Bereich der Mobilisierung von
hidmatopoetischen Progenitorzellen als hilfreich zu erweisen. So konnte durch die Gabe von
AMD3100 bei Probanden eine starke Leukozytose und eine Erhohung der Anzahl an CD34"
Zellen im peripheren Blut ausgeldst werden, da die migrationsinhibierende Wirkung des
CXCLI12 aufgehoben wurde (Liles et al., 2003). Durch Applikation von AMD3100 in
Kombination mit G-CSF bei Patienten mit Hodgkin- oder Non-Hodgkin-Lymphomen, die
durch ibliche Mobilisierungsprotokolle keine Stammzellen fiir eine autologe
Stammzelltransplantation sammeln konnten, lie sich schlieBlich doch eine ausreichende
Zahl CD34" Zellen rekrutieren (Calandra et al., 2008).

Damit ist vorstellbar, dass eine CXCR4-Inhibition zu einer verringerten Migration von Zellen
des kleinzelligen Bronchialkarzinomes ins Knochenmark fithren wiirde. Gleichzeitig miisste
jedoch die Migrationsbereitschaft im Knochenmark befindlicher CXCR4" Tumorzellen

wieder erhoht werden.

2.5 Das kleinzellige Bronchialkarzinom

2.5.1 Epidemiologie

Das kleinzellige Bronchialkarzinom ist ein maligner Tumor der Lunge, welcher durch eine
kurze Tumorverdopplungszeit, eine frithzeitige lympho- und hdmatogene Metastasierung,
hiufiges Auftreten paraneoplastischer Syndrome, eine dramatische initiale Antwort auf
Chemotherapie und Radiatio sowie durch eine hohe Rezidivneigung, und damit eine &duflerst
ungiinstige Prognose, gekennzeichnet ist (Elias, 1997; Stupp et al., 2004).

Als eigenstindige pathologische Entitit innerhalb der Gruppe der malignen Lungentumoren
wurde das kleinzellige Bronchialkarzinom erstmals von Azzopardi vor anndhernd finf
Jahrzehnten beschrieben, seit nun drei Jahrzehnten wird es auch als eigenstindige klinische
Entitit betrachtet (Azzopardi, 1959; Cohen et al., 1978). Sein Anteil an den priméiren,
bosartigen Lungentumoren betrdgt ndherungsweise 13-20 % (Simon und Turrisi, 2007).

Den wesentlichen Risikofaktor fiir das Auftreten dieses Malignoms stellt das
Zigarettenrauchen dar, wobei insbesondere starke Raucher betroffen sind (Ettinger und
Aisner, 2006). Insgesamt wurden im Jahr 2007 213380 Neuerkrankungen an bdsartigen

pulmonalen Tumoren und Tumoren des Bronchialsystems in den Vereinigten Staaten
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diagnostiziert, wobei die Gesamtinzidenz seit Jahren kontinuierlich ansteigt (Jemal et al.,
2007). Dessen ungeachtet ist jedoch iiber die letzten Jahrzehnte wahrscheinlich aufgrund
verdnderter Rauchgewohnheiten ein deutlicher Riickgang des proportionalen Anteils des
kleinzelligen Bronchialkarzinoms an allen malignen pulmonalen Tumoren zu verzeichnen,
welcher sich in den Vereinigten Staaten zwischen 1986 und 2002 von 17,26 % auf 12,95 %
verringerte (Govindan et al., 2006); dabei erhohte sich in den Vereinigten Staaten der Anteil
der Frauen an der Gesamtinzidenz des kleinzelligen Bronchialkarzinoms zwischen 1973 und

2002 von 28 auf 50 % (Govindan et al., 2006).

2.5.2 Therapie und Prognose

Das kleinzellige Bronchialkarzinom wird primir chemotherapiert, und zwar mit einem
platinhaltigen Kombinationschema zusammen mit Etoposid (Sundstrom et al., 2002).
Stadienabhdngig wir diese durch eine lokale Radiatio sowie eine kraniale Bestrahlung ergénzt
(Warde und Payne, 1992). In sehr frithen Tumorstadien scheint eine Resektion des
Primértumors prognostisch sinnvoll (Simon et al., 2001; Shepherd et al., 1991).

Derzeit werden unterschiedliche neue Ansdtze zur Therapie des kleinzelligen
Bronchialkarzinoms intensiv untersucht, so zum Beispiel der Einsatz von Angiogenese- und
Tyrosinkinaseinhibitoren (Spigel et al., 2007).

Ebenso wird versucht, durch Hochdosischemotherapien gefolgt von
Stammzelltransplantationen zum Ausgleich der myelotoxischen Wirkungen einer solchen
Therapie héhere Uberlebensraten zu erzielen (Iwasaki et al., 2005; Pasini et al., 2002).

Die Vielzahl potentieller Interaktionen transplantierter Stammzellen mit den Tumorzellen
und die daraus resultierenden moglichen Auswirkungen auf tumorbiologische,
hamatologische oder pharmakologische Prozesse stellen sich bis heute wenig untersucht dar.
Die Prognose des kleinzelligen Bronchialkarzinoms ist duBBerst ungiinstig, bei eingetretener
Fernmetastasierung infaust. Die mediane Uberlebenszeit ohne Behandlung liegt zwischen

zwei und vier Monaten (Simon und Turrisi, 2007).
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III. Material und Methoden

3.1 Die Zelllinien

3.1.1 Die mesenchymale Stammzelllinie

Die humane mesenchymale Stammzelllinie hmsc T. M. wurde von Frau PD Dr. rer. nat. C.
Lange (Zentrum fiir Innere Medizin, Universititskrankenhaus Hamburg-Eppendorf) etabliert

und freundlicherweise zur Verfiigung gestellt.

3.1.2 Die Bronchialkarzinomzelllinien

Es wurden vier verschiedene, umfassend charakterisierte, humane kleinzellige
Bronchialkarzinomzelllinien verwendet. Die Zelllinie NCI-H82 wurde 1978 von A.F. Gazdar
aus einem Pleurapunktat etabliert, die Zelllinie SW2 im Labor von Dr. S.D. Bernal, Dana
Farber Cancer Institute, Boston, USA, aus einer Knochenmarksmetastase, die klassische
Zelllinie OH1 und die Zelllinienvariante OH3 aus einem Primartumor.

Die Bronchialkarzinomzelllinien wurden sdmtlich freundlicherweise von Prof. Dr. med. Uwe
Zangemeister-Wittke (Zentrum Klinische Forschung, Labor fiir Molekulare Onkologie,

Universitétsspital Ziirich, Schweiz) zur Verfligung gestellt.

3.1.3 Die Kolonkarzinomzelllinie HT29

Die umfassend charakterisierte Zelllinie HT29 wurde 1964 aus einem humanen
Adenokarzinom des Kolons isoliert und diente in der vorliegenden Arbeit als Kontrolle fiir

die Fusionsexperimente.

3.2 Gerite und Verbrauchsmittel

Spezielle Methoden-bezogene Gerite, Verbrauchsmittel und Kits werden in Zusammenhang
mit der jeweiligen Methode aufgefiihrt. Weitere eingesetzte Gerédte und Verbrauchsmittel

entsprechen den iiblichen Laborstandards und werden nicht weiter aufgefiihrt.
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3.3 Zellkultur

Die im Folgenden beschriebenen Arbeiten mit den mesenchymalen Stammzellen, den
kleinzelligen Bronchialkarzinomzelllinien und der Kolonkarzinomzelllinie erfolgten
ausschlieBlich unter einer Sicherheitswerkbank (SterilGARD®, Class II Type A/B;,
Biological Safety Cabinet; The Baker Company, Sanford, Maine, USA) unter sterilen
Bedingungen.

Die Kultivierung der jeweiligen Zelllinie erfolgte im entsprechenden Kulturmedium unter
Standardbedingungen (37 °C, 100 % Luftfeuchtigkeit, 5 % CO,/95 % Luft) in einem Hera
Cell Brutschrank (Heraeus Instruments, Deutschland).

3.3.1 Kultivierung von humanen kleinzelligen Bronchialkarzinomzelllinien

Die Kultivierung der Bronchialkarzinomzellen erfolgte in 50 cm’-Zellkulturflaschen
(Sarstedt Inc.; Newton, NC, USA) in einem Brutschrank unter den oben beschriebenen
Standardbedingungen.

Als Néhrmedium fiir die kleinzelligen Bronchialkarzinomzelllinien diente Roswell Park
Memorial Institute (RPMI) Medium 1640 (Gibco® RPMI 1640; Invitrogen, Carlsbad, USA),
welches zusidtzlich mit 10 % hitzeinaktiviertem fetalem Kélberserum (FCS; Gibco®),
100 U/ml Penicillin sowie 100 pg/ml Streptomycin (Gibco®) versetzt wurde. Dieses Medium
wird im Weiteren als Kulturmedium bezeichnet.

Ein Wechsel des Kulturmediums erfolgte je nach Wachstum der Zellen zwei- bis dreimal pro
Woche, indem je nach Zelldichte ein Teil der Zellen abgesaugt wurde und die
Zellkulturflaschen wieder auf insgesamt 25 ml Kulturmedium aufgefiillt wurden. Einmal pro
Woche wurden alle Bronchialkarzinomzellkulturen in sterile 30 ml-Kunststoffrohrchen
(Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, Deutschland) pipetttiert, bei 1000 U/min 10 min
zentrifugiert und anschlieBend der Uberstand abgesaugt. Die Zellpellets wurden vorsichtig in
5 ml Kulturmedium resuspendiert. Diese Tumorzellsuspension wurden je nach Bedarf fiir
geplante Experimente auf neue Zellkulturflaschen aliquotiert, die bereits mit 25 ml
Kulturmedium aufgefiillt waren. Nach Erreichen einer ausreichenden Zelldichte wurde der
Inhalt dieser Zellkulturflaschen erneut wie oben beschrieben zentrifugiert und resuspendiert.
Aus dieser Zellsuspension wurde dann die gewiinschte Zellzahl fiir die Experimente

entnommen.
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3.3.2 Kultivierung der humanen Kolonkarzinomzelllinie

Die humanen Kolonkarzinomzelllinie HT 29 wurde analog den iibrigen Tumorzellen in
50 cm?-Zellkulturflaschen unter Standardbedingungen in RPMI 1640 Medium kultiviert;
hinsichtlich Kultivierung und Passagierung wurde mit dieser Zelllinie verfahren wie oben

bereits bezeichnet (s. 3.3.1).

3.3.3. Kultivierung von humanen mesenchymalen Stammzellen

Als Néahrmedium fiir die humane mesenchymale Stammzelllinie hmsc T. M. diente
Dulbecco’'s Modified Eagle Medium (Gibco® DMEM; 1000 mg/L.  Glukose,
4 mM L-Glutamin, 110 mg/LL Natriumpyruvat; Invitrogen, Carlsbad, USA), welches
zusitzlich mit 10 % hitzeinaktiviertem fetalen Kilberserum (FCS; Gibco®), 100 U/ml
Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin (Gibco®) versetzt wurde. Dieser Ansatz wird im
Folgenden als Stammzellkulturmedium bezeichnet. Ein Wechsel des
Stammzellkulturmediums erfolgte dreimal die Woche.

Die Kultivierung erfolgte in 175 cm” Zellkulturflaschen (Sarstedt Inc.; Newton, NC, USA)
bis zu einer ungefdhr 80 %-igen Konfluenz. Zu diesem Zeitpunkt wurden die Zellen
passagiert. Hierzu wurde nach Absaugen des Kulturmediums die Zellkulturflasche mit 15 ml
PBS (Gibco® PBS; Invitrogen, Carlsbad, USA) gespiilt. AnschlieBend wurden die Zellen mit
5 ml Trypsin-EDTA (Gibco® Trypsin-EDTA; Invitrogen, Carlsbad, USA) fiir die Dauer von
5 min bei 37 °C im Brutschrank inkubiert, wodurch sich die Zellen vom Flaschenboden
losten. Das Trypsin-EDTA wurde nach Ablauf dieser Zeit durch Zugabe des
Stammzellkulturmediums im Verhéltnis 1:1 inaktiviert, um so die Abldsereaktion zu
unterbinden und eine Schiadigung der Zellen zu vermeiden.

AnschlieBend wurde die so gewonnene Zellsuspension auf neue Zellkulturflaschen, die zuvor
mit 15 ml Stammzellkulturmedium befiillt worden waren, verteilt oder Experimenten
zugefiihrt.

Die weitere Inkubation der Zellen erfolgte dann bis zum erneuten Erreichen einer ungeféhr

80 prozentigen Konfluenz, bevor erneut passagiert wurde.
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3.3.4 Kryokonservierung von Zellen

Um sowohl Standardisierung als auch Reproduzierbarkeit der Experimente zu gewéhrleisten,
wurden vor Beginn der Versuchsreihen Aliquots aller oben genannten Zelllinien
kryokonserviert.

Hierzu wurden Zellen der entsprechenden Zelllinie wie zuvor beschrieben (s. 3.3.1 und 3.3.3)
in Suspension gebracht und in 30-ml-Kunststoff-Réhrchen bei 1500 U/min zentrifugiert und
anschlieBend der Uberstand abgesaugt.

Die resultierenden Zellpellets wurden anschlieend in Gefriermedium (Cryo-safe Ir, c.c. pro
GmbH, Neustadt, Deutschland) resuspendiert und in Einfrierrohrchen (Nunc Cryo Tube
Vials, Nalge Nunc, Roskilde, Dédnemark) auf identische Aliquots von 1 ml verteilt. Diese
wurden gemil den Vorgaben des Herstellers fiir 40 min bei -25 °C tiefgefroren und hiernach
tiber Nacht auf —80 °C herabgekiihlt. Im Anschluss daran erfolgte die endgiiltige
Kryokonservierung in fliissigem Stickstoff.

Die Kryokonservierung der humanen mesenchymalen Stammzellen hmsc T. M. erfolgte als

Passage 5 (Ps).

3.3.5 Revitalisierung kryokonservierter Zellen

Zur Revitalisierung von zuvor kryokonservierten Zellen wurde die bendtigte Anzahl von
Zellpellets bei 37 °C in einem Wasserbad aufgetaut und auf zuvor mit dem entsprechenden
Kulturmedium befiillte Zellkulturflaschen verteilt. Eine Kultivierung erfolgte unter den zuvor
beschriebenen Standardbedingungen, bis eine hinreichende Zelldichte erreicht war. Zu
diesem Zeitpunkt wurden die Zellen wie zuvor beschrieben (s. 3.3.1 und 3.3.3) in Suspension
gebracht und den entsprechenden Experimenten zugefiihrt beziehungsweise erneut auf
Zellkulturflaschen verteilt.

Um Passageeffekte zu minimieren, wurden sdmtliche im Folgenden beschriebenen
Experimente mit humanen mesenchymalen Stammzellen der Passagen 8 bis 13 (Pg-P;3)
durchgefiihrt. Versuche mit murinen mesenchymalen Stammzellen wurden mit Zellen der
Passage 4 bis 8 (P4-Pg) vorgenommen. Keine der Tumorzelllinien wurde mehr als

zwanzigmal passagiert.
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3.3.6 Detektion einer moglicherweise vorhandenen Mykoplasmen-Kontamination

Zur Uberpriifung der Zellkultur auf Kontamination durch Mykoplasmen im Vorfeld der
weiter unten beschriebenen Aliquotierung und Kryokonservierung der Zelllinien bzw. der
durchzufiihrenden Versuchsreihen, wurde der Mykoplasma Hoechst Stain Kit (MP
Biomedicals, LLC, Eschwege, Deutschland) auf Basis einer Fluoreszenz-vermittelten
Darstellung der DNS eingesetzt. Der Test ist zum Nachweis der typischerweise als
Kontamination in Zellkulturen auftretenden Mykoplasmenspezies geeignet und wurde
entsprechend den Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Bei keiner der Zelllinien konnte

eine Kontamination festgestellt werden.

3.3.7 Zellzihlung

Fiir die Bestimmung der Zellzahl wurde eine Zdhlkammer nach Neubauer eingesetzt. Die
Zahlkammer weist folgende MaB3e auf: Tiefe 0,100 mm, Fliche 1 mm?; sie beinhaltet ein
Gitternetz, das aus 4 Quadranten mit jeweils sechzehn Quadraten besteht.

Zunéchst wurde aus einer Zellsuspension mit Hilfe von PBS (Gibco®) eine Verdiinnung von
1:10 hergestellt. Anschliefend wurden 10 pl dieser Suspension in eine Zdhlkammer pipettiert
und insgesamt vier Grof3quadrate unter dem Lichtmikroskop ausgezéhlt. Die dabei erhaltene
Zellzahl wurde durch vier dividiert, um die Zellzahl pro Quadrant zu erhalten, anschlie3end
mit dem Verdiinnungsfaktor 10 und dann mit 10" multipliziert, da ein GroBquadrat ein

Volumen von 0,1 mm” besitzt. Hierdurch wurde die Zellzahl pro ml Suspension errechnet.

Gesamtzahl der Zellen aller Quadranten
x Verdiinnungsfaktor (10) x 10*
= Zellzahl / ml

Anzahl der Quadranten

Abbildung 3: Formel fiir die Berechnung der Zellzahl mittels der Zahlkammer nach Neubauer
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Diese Methode ist wegen ihrer Genauigkeit der maschinellen Zellzdhlung insbesondere bei
Suspensionen mit geringen Zellzahlen oder Zellkonglomeraten iiberlegen, weshalb nach

Abschluss der Etablierungsphase vollstindig auf die maschinelle Zdhlung verzichtet wurde.

3.4  Zellmorphologie koinkubierter mesenchymaler Stammzellen und kleinzelliger

Tumorzellen

3.4.1 Lichtmikroskopische Beurteilung unter Standardzellkulturbedingungen

Die morphologische Beurteilung der jeweiligen koinkubierten humanen Stammzell- und
Tumorzellpréparationen unter den oben nédher bezeichneten Standardzellkulturbedingungen
erfolgte unter Verwendung eines entsprechenden Photomikroskops (Axiovert 35, Carl Zeiss
AG, Jena, Deutschland) als Durchlichtmikroskopie. Hierzu wurden zunéchst aus einer
Zellsuspension unter Standardbedingungen expandierter Stamm- und Tumorzellen unter
Verwendung einer Neubauer-Zdhlkammer (s. 3.3.7) die Zellzahl bestimmt. Anschlieend
wurden je 100.000 mesenchymale Stammzellen auf zuvor mit Stammzellkulturmedium
befiillte 50 cm?-Zellkulturflaschen verteilt; diese wurden iiber Nacht inkubiert, so dass ein
Anwachsen der normalerweise adhidrent wachsenden Zellen mdglich war. Anschlielend
wurde, um avitale Zellen zu entfernen, das Medium abgesaugt sowie einmalig mit PBS
(Gibco®) gespiilt. SchlieBlich wurden 500.000 Tumorzellen der jeweiligen Tumorzelllinie in
15 ml Stammzellkulturmedium suspendiert und vorsichtig zu den Stammzellen gegeben.
Diese Zellen wurden dann wiederum unter Standardbedingungen fiir 48 h koinkubiert. Nach
Ablauf der Inkubationszeit wurde das Medium abgesaugt, dreimalig vorsichtig mit PBS
gespiilt um nicht adhdrente Zellen zu entfernen, mit Stammzellkulturmedium aufgefiillt und
anschlieend in einem inversen Photomikroskop die Zellmorphologie beurteilt. Gleichzeitig

wurden lichtmikroskopische Aufnahmen der adhérenten Zellen gewonnen.

3.4.2 Rasterelektronenmikroskopische Beurteilung unter

Standardzellkulturbedingungen

Um Zelladhdsionen von Stamm- und Tumorzellen morphologisch genauer zu

charakterisieren, wurden koinkubierte Zellen rasterelektronenmikroskopisch untersucht.
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Hierzu wurde zunichts bei humanen mesenchymalen Stammzellen und Tumorzellkulturen
die Zellzahl mit der Neubauer Zdhlkammer bestimmt (s. 3.3.7; zu den Kulturbedingungen s.
3.3.1 und 3.3.3). Dann wurden 20.000 humane mesenchymale Stammzellen in 2 ml
Stammzellkulturmedium gegeben, welches wiederum in eine 35 mm Petrischale (Greiner
Bio-One GmbH, Frickenhausen, Deutschland) gegeben wurde, auf deren Boden sich ein
zuvor autoklaviertes Borosilikatdeckglas (Paul Marienfeld GmbH & Co. KG, Lauda-
Konigshofen, Deutschland) befand. Nach einer Inkubation unter Standardbedingungen {iber
Nacht wurde das Medium abgesaugt, einmalig mit PBS gespiilt und dann 2 ml neues
Stammzellkulturmedium hinzugefiigt, in dem 100.000 Tumorzellen der Zelllinie H82
resuspendiert worden waren. Diese Zellen wurden fiir 48 h koinkubiert. Anschlieend wurde
das Kulturmedium mit den in Suspension befindlichen Zellen abgesaugt und dreimalig
vorsichtig mit PBS gespiilt. Dann wurde das Prdparat fiir die Dauer von 24 h in 3%
Glutaraldehyd (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland), gelost in PBS,
fixiert. Nach Ablauf dieses Zeitraumes wurde das Pridparat dreimalig fiir jeweils 5 min in
0,1 M Saccharose-Phosphat-Puffer gewaschen und iiber eine aufsteigende Ethanolreihe
vollstindig entwissert, bis zuletzt eine Inkubation flir zweimalig 1 h in absolutem Ethanol
erfolgte. AnschlieBend wurde das Priaparat nach der critical-point-Methode in CO, getrocknet
und mit Hilfe von Leitsilber auf einen Probenteller montiert. Dann wurden die Préparate in
einer Hochvakuumkleinbeschichtungsanlage mit einer Goldschicht von 15 nm iiberzogen.
AnschlieBend wurden die Préparate in einem Rasterelektronenmikroskop des Typs DSM 940
(Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland) untersucht.

Gleichzeitig wurden elektronenmikroskopische Aufnahmen der adhédrenten Zellen gewonnen.
3.5. Zytochemie

3.5.1 Quantum Dot Markierung mesenchymaler Stammzellen in Zellsuspension

Unter Standardbedingungen expandierte mesenchymale Stammzellen wurden wie oben niher
bezeichnet in Suspension gebracht und mit Hilfe einer Neubauer-Zdhlkammer wurde die
Zellzahl bestimmt. Die fiir den jeweiligen Versuch bendtigte Anzahl an Stammzellen wurde

in einem 30 ml-Kunststoffrhrchen 10 min bei 1500 U/min zentrifugiert, der Uberstand

verworfen und dann in 1 ml Stammzellkulturmedium vorsichtig resupendiert.
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Die Quantum Dots (QTracker® 655 Cell Labeling Kit; Molecular Probes™, Invitrogen,
Eugene, Oregon, USA) wurden entsprechend den Anweisungen des Herstellers mit dem
Tragerprotein konjugiert, in Stammzellkulturmedium geldst und fiir 30 s zentrifugiert; die
konjugierten Quantum Dots wurden dann zu den bereits in Suspension befindlichen
Stammzellen gegeben und vorsichtig unter Verwendung einer Mikroliterpipette durchmischt.
Anschliefend erfolgte eine Inkubation der Stammzellen fiir 60 min in der Quantum Dot
Losung von dann 5nM, nach deren Abschluss die Stammzellen wie oben bezeichnet
zentrifugiert und dann in 15 ml Stammzellkulturmedium resuspendiert wurden. Dieser
Reinigungsschritt wurde insgesamt dreimal durchgefiihrt. AnschlieBend wurden die
markierten Zellen durch ein Zellsieb (BD Falcon™; Becton, Dickinson and Company,
Franklin Lakes, USA) in ein Rundbodenrdhrchen gegeben. Die so aufgereinigten, markierten

Zellen wurden dann den entsprechenden Experimenten zugefiihrt.

3.5.2 Markierung von Tumorzellen mittels 5-Chloromethylfluoresceindiacetat

Hierzu wurde bei unter Standardbedingungen expandierten Tumorzellen zunichst die
Zellkonzentration (Zellzahl/ml) unter Verwendung einer Zdhlkammer nach Neubauer
(s. 3.3.7) bestimmt, die bendtigte Zellzahl entnommen und anschlieBend die Zellsuspension
in 30-ml Kunststoffrohrchen bei 1500 U/min fiir 10 min zentrifugiert sowie der Uberstand
verworfen.

Das 5-Chloromethylfluoresceindiacetat (Cell Tracker™ Green CMFDA; Molecular
Probes™, Invitrogen, Eugene, Oregon, USA) wurde in DMSO auf 10 mM verdiinnt. In
serum- und zusatzfreiem RPMI 1640 (Gibco®) wurde dann eine entsprechende Menge der
Losung bis zu einer Konzentration von 5 uM weiter verdiinnt. Hierin wurde das Zellpellet
vorsichtig resuspendiert und dann fiir 45 min unter Standardbedingungen inkubiert, um die
Aufnahme des frei membrangéngigen Fluoreszenzfarbstoffes zu ermoglichen. AnschlieBend
wurde die Zellsuspension wie oben nidher bezeichnet zentrifugiert und zweimalig in
serumfreien RPMI 1640 gewaschen. Danach wurde in 15 ml Kulturmedium resuspendiert,
fir weitere 30min inkubiert, um die  Glutathion-S-Transferase  vermittelte
Impermeabilisierung zu ermoglichen, und dann insgesamt dreimalig mit Kulturmedium
gewaschen. AnschlieBend wurden die markierten Zellen durch ein Zellsieb (BD Falcon™;

Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes, USA) in ein Rundbodenréhrchen gegeben.
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Die so aufgereinigten, markierten Zellen wurden dann den entsprechenden Experimenten

zugefiihrt.

353 Markierung  von Tumorzellen mittels der  FITC-konjugierten

Choleratoxinuntereinheit B

Fiir fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen wurden Tumorzellen auch mit einer FITC-
konjugierten Choleratoxinuntereinheit markiert. Hierzu wurde ebenfalls bei unter
Standardbedingungen  expandierten = Tumorzellen zundchst die Zellkonzentration
(Zellzahl / ml) unter Verwendung einer Zdhlkammer nach Neubauer (s. 3.3.7) bestimmt, die
benotigte Zellzahl entnommen wund anschlieBend die Zellsuspension in 30-ml-
Kunststoffrohrchen bei 1500 U/min fiir 10 min zentrifugiert sowie der Uberstand verworfen.
Die FITC-konjugierte Choleratoxinuntereinheit B (Cholera Toxin Subunit B from Vibrio
cholerae; Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, USA) wurde gemiBl den Angaben des Herstellers in
destilliertem Wasser geldst. Das Zellpellet wurde dann in 1 ml serumfreien Medium, in dem
die FITC-konjugierte Choleratoxinuntereinheit B in einer Konzentration von 8 pg/ml geldst
war, fiir 30 min bei 37 °C inkubiert. AnschlieBend wurde die Zellsuspension wie oben néher
bezeichnet zentrifugiert und zweimalig in serumfreien RPMI 1640 gewaschen. Die so

aufgereinigten, markierten Zellen wurden dann den entsprechenden Experimenten zugefiihrt.

Tabelle 1: Darstellung der Emissionsmaxima und Absorptionscharakteristika der verwendeten
Fluoreszenzfarbstoffe in Methanol. Cell Tracker™ Green CMFDA ist bis zu seiner Umsetzung durch
zytoplasmatische Esterasen nicht fluoreszierend. Die angebenenen Werte beziehen sich deshalb auf die

umgesetzte Substanz.

QTracker® 655 Molecular Probes™ | 405 — 615 nm 655 nm
Cell Tracker™ | Molecular Probes™ | 492 nm 517 nm
Green CMFDA (Absorptionsmaximum)
FITC an Cholera | Sigma-Aldrich® 495 nm 525 nm
Toxin Subunit B (Absorptionsmaximum)
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3.6. Quantifizierung von Zelladhésion und Zellfusion

3.6.1 Fluoreszenzmikroskopische  Quantifizierung der  Zelladhdsion  unter

Standardzellkulturbedingungen

Um die Adhdsion von humanen kleinzelligen Bronchialkarzinomzellen an humane
mesenchymale Stammzellen semiquantitativ beurteilen zu konnen und damit iiber die
Haufigkeit adhidsiver Prozesse das Fusionspotential abschidtzen zu konnen, wurden zuvor
fluoreszenzmarkierte und dann koinkubierte Stamm- und Tumorzellen mikroskopisch
untersucht.

Hierzu wurden jeweils 20.000 mittels Quantum Dots markierte und in 2ml
Stammzellkulturmedium suspendierte Stammzellen (s. 3.3.3) in die Kammern -eines
Zweikammerobjekttragers (Lab-Tek® Chamber-Slide™; Nalge Nunc, Rochester, USA)
gegeben und tiber Nacht inkubiert. Dann wurde das Medium abgesaugt und zweimal mit PBS
gesplilt; anschlieBend wurden 100.000 zuvor mittels Celltracker™ Green CMFDA (s. 3.2)
markierte Tumorzellen in 2 ml Stammzellkulturmedium suspendiert und ebenfalls in die
Kammer gegeben. Die Zellen wurden fir 48 h unter Standardzellkulturbedingungen
inkubiert. Dann wurde das Medium mit den in Suspension befindlichen Tumorzellen
abgesaugt und dreimalig vorsichtig mit PBS gespiilt. Nach Entfernung der Kammer wurden
die Prdparate mit DakoCytomation Fluorescent Mounting Medium (DakoCytomation,
Glostrup, Dianemark) mit einem Deckglas versehen.

Die Prédparate wurden unter einem Fluoreszenzmikroskop (Zeiss Axiophot 2, Carl
Zeiss AG, Jena, Deutschland) betrachtet, und es wurde die Zahl der isoliert
liegenden Stammzellen im Verhéltnis zu den Stammzellen mit an diesen adhirenten
Tumorzellen bestimmt. Dazu wurden insgesamt 100 Stammzellen ausgezihlt. Dieser Versuch
wurde fiir alle Tumorzelllinien durchgefiihrt und zweimal wiederholt. Gleichzeitig wurden

fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der adhédrenten Zellen ausgewertet.
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3.6.2 Durchflusszytometrie

3.6.2.1 Quantifizierung der auftretenden Zellfusionen zwischen humanen

mesenchymalen Stammzellen und Zellen des kleinzelligen Bronchialkarzinoms

Zunichst wurden fiir die Stammezelllinie und die benétigte Tumorzelllinie jeweils eine
Zellkulturflasche angelegt und diese so lange mit dem entsprechenden Medium inkubiert, bis
im Fall der Stammzellen ungefihr 80 % des Flaschenbodens mit Zellen bedeckt
beziehungsweise im Fall der Tumorzelllinie ungefdhr 10 Millionen Zellen in der Flasche
gewachsen waren.

Dann wurden die Stammzellen wie zuvor beschrieben mit Quantum Dots markiert und
mittels einer Neubauer-Zihlkammer 100.000 Zellen ausgezéhlt; diese wurden in 15 ml
Stammzellkulturmedium suspendiert in eine 50 cm?-Zellkulturflasche (Sarstedt, Newton,
USA) gegeben. Nach Inkubation iiber Nacht wurde das bedeckende Medium abgesaugt und
die Zellen einmalig mit 15 ml PBS serumfrei gespiilt. Dann wurden 1 Million zuvor mittels
CellTracker™ Green CMFDA markierte Tumorzellen in 15 ml Stammzellkulturmedium
suspendiert und zu den Stammzellen hinzugegeben. Es folgte eine Koinkubation unter
Standardzellkulturbedingungen fiir 48 h. Im Anschluss hieran wurde der Uberstand in ein 30-
ml-Kunststoffrohrchen abpipettiert und lichtgeschiitzt abgestellt. Zu den adhdrenten Zellen
wurde dann 10 ml Trypsin-EDTA gegeben und die Zellen unter Standardbedingungen
inkubiert. Nach 5 min wurden 10 ml Stammzellkulturmedium hinzugefiigt um das Trypsin-
EDTA zu inaktivieren und damit auch eine Schadigung der Zellen zu vermeiden. Diese
Zellsuspension wurde zum bereits abpipettierten Uberstand in das entsprechende
Kunststoffrohrchen gegeben, um alle adhédrenten und in Suspension befindliche Zellen eines
Ansatzes zu vereinen; diese wurden wie zuvor beschrieben zentrifugiert, der Uberstand
abgesaugt und in 1 ml FACS-Puffer (DPBS; Gibco®; Invitrogen. Carlsbad, USA + 10 %
FCS; Gibco®) resuspendiert. AnschlieBend wurde die Suspension durch ein Zellsieb in ein
Rundbodenr6hrchen gegeben. Transport und Analyse erfolgten soweit moglich
lichtgeschiitzt.

Analyse und Auswertung erfolgten unter Verwendung eines Durchflusszytometers
(FACSAria™; BD Biosciences, San Jose, USA) sowie der korrespondierenden Software (BD
FACSDiva™, BD Biosciences, San Jose, USA), wobei jeweils circa 100.000 Ereignisse

einbezogen wurden.
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Dieser Versuch wurde fiir alle Tumorzelllinien in einem dreifachen Ansatz durchgefiihrt und

insgesamt dreimal unabhéngig wiederholt.

3.6.2.2 Quantifizierung der auftretenden Zellfusionen zwischen humanen

mesenchymalen Stammzellen und Zellen der Kolonkarzinomzelllinie HT29

Um zu untersuchen, ob das Phdnomen einer Stammzell-Tumorzellfusion auf die verwendeten
kleinzelligen Bronchialkarzinomzelllinien beschrénkt ist, wurde die durchflusszytometrische
Quantifizierung auch filir eine andere Tumorzelllinie vorgenommen, nimlich die
Kolonkarzinomzelllinie HT29. Hierzu wurden die Tumor- und humanen mesenchymalen
Stammzellen wie zuvor beschrieben expandiert, markiert und einer durchflusszytometrischen
Analyse zugefiihrt, wobei je Messung 100.000 Ereignisse einbezogen wurden (s. 3.6.2.1).

Dieser Versuch wurde ebenfalls in einem dreifachen Ansatz durchgefiihrt und insgesamt

dreimalig unabhdngig wiederholt.

3.7  Pharmakologische Beeinflussung der Ereignishiufigkeit in der

Durchflusszytometrie

Um die Beeinflussbarkeit der Detektionshaufigkeit doppelt markierter Zellen zu untersuchen,
wurde exemplarisch anhand der Tumorzelllinie H82 die Wirkung verschiedener
Substanzen quantifiziert, welche direkt oder indirekt fusions- oder adhisionsrelevante

Zelloberflachenstrukturen verindern.

3.7.1 Inhibition von CXCR4 mittels monoklonalen Antikérpern

Um die Wirkung einer Inhibition und damit funktionellen Inaktivierung des CXCR4 zu
untersuchen, wurde ein muriner Antikdrper gegen humanes CXCR4 (monoclonal anti-human

CXCR4 antibody, MAB172; R&D Systems, Minneapolis, USA) verwendet; hierbei handelt
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es sich um einen funktionell blockierenden Antikorper. Stammzellen wurden wie zuvor
beschrieben mittels Quantum Dots markiert und iiber Nacht in einer 50 cm?-Zellkulturflasche
inkubiert.  AnschlieBend wurde das Medium abgesaugt und durch 10 ml
Stammzellkulturmedium ersetzt, in welchem der Antikorper gegen CXCR4 nach
Rekonstitution mit DPBS zuvor in einer Konzentration von 10 pg/ml gelost worden war.

Die mittels CellTracker™ Green CMFDA markierten Tumorzellen wurden ebenfalls in
antikorperhaltigem Kulturmedium suspendiert; nach 1 h getrennter Inkubation wurden beide
Zelllinien zusammengegeben und fir weitere 48 h unter Standardbedingungen
koinkubiert. Als Kontrolle diente ein paralleler Ansatz mit antikdrperfreiem Kulturmedium.
Weitere Vorbereitung, Analyse und Auswertung erfolgten wie zuvor beschrieben (s. 3.6.2.1),
wobei in einem zweifachen Ansatz jeweils 100.000 Ereignisse in die Analyse einbezogen

wurden. Dieser Versuch wurde insgesamt zweimalig unabhingig voneinander durchgefiihrt.

3.7.2 Inhibition von CXCR4 mittels AMD3100 Octahydrochlorid

Mit AMD3100 Octahydrochlorid steht ein etablierter und gut untersuchter, potenter CXCR4
Antagonist zur Verfiigung (De Clercq et al., 1992), dessen Wirkung auf die
Detektionshdufigkeit untersucht wurde.

Hierzu wurden Stammzellen wie zuvor beschrieben mittels Quantum Dots markiert und iiber
Nacht in einer 50 cm’-Zellkulturflasche inkubiert. AnschlieBend wurde das Medium
abgesaugt und durch 10 ml Stammzellkulturmedium ersetzt, in welchem zuvor AMD3100
Octahydrochlorid (Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, USA) in einer Konzentration von 10 pug/ml
gelost worden war. Markierte Tumorzellen wurden bei gleicher Konzentration ebenfalls in
diesem Kulturmedium suspendiert. Es folgte eine getrennte Inkubation fiir 1 h, nach deren
Ablauf die Zellen zusammengegeben und fiir weitere 48 h unter Standardbedingungen
koinkubiert wurden. Als Kontrolle diente ein paralleler Ansatz mit inhibitorfreiem
Kulturmedium. Weitere Vorbereitung, Analyse und Auswertung erfolgten wie zuvor
beschrieben; es wurden fiir die inhibitorexponierten und nicht exponierten Zellen in einem
jeweils zweifachen Ansatz pro Ansatz drei Einzelmessungen vorgenommen, in die jeweils
50.000 Ereignisse einbezogen wurden. Dieser Versuch wurde mit der Tumorzelllinie H82

insgesamt viermal unabhingig durchgefiihrt.
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3.7.3 Beeinflussung durch den B-HMG-CoA-Reduktasehemmer Atorvastatin

3.7.3.1 Quantifizierung von auftretenden Zellfusionen

Um den Effekt eines durch den B-HMG-CoA-Reduktasehemmer Atorvastatin verdnderten
Mevalonatstoffwechsels zu quantifizieren, wurden Tumor- und mesenchymale Stammzellen
in einem statinhaltigen Kulturmedium expandiert. Hierzu wurde zundchst in DMSO (Sigma-
Aldrich, St. Louis, USA) gelostes, aus Tabletten isoliertes Atorvastatin (Pfizer Inc., New
York, USA) in Kultur- beziehungsweise Stammzellkulturmedium auf 10 pM verdiinnt.

In diesen Medien wurden im Anschlu an eine reguldre Passagierung Stamm- und
Tumorzellen fiir die Dauer von 8 d getrennt expandiert. AnschlieBend wurden die Zellen wie
oben beschrieben ausgezdhlt, markiert, aufgereinigt, iiber 48 h koinkubiert und dann
entsprechend fiir eine durchflusszytometrische Analyse vorbereitet.

Bei der urspriinglichen Passagierung wurden ebenfalls Zellen auf Zellkulturflaschen verteilt,
welche dann im entsprechenden atorvastinfreiem Medium expandiert und analog fiir die
durchflusszytometrische Analyse vorbereitet wurden. Die so gewonnenen Proben dienten als
Kontrollen.

AnschlieBend wurde in einem Durchflusszytometer die Anzahl der doppelt markierten
Einzelzellen bestimmt, wobei jeweils 100.000 Zellen in eine Analyse einbezogen wurden.
Dieser Versuch wurde fiir die unter und ohne Atorvastin expandierten Zelllinien jeweils in
einem dreifachen Ansatz durchgefiihrt, wobei fiir jeden Ansatz zwei FACS-Analysen
durchgefiihrt wurden. Es fanden insgesamt drei unabhéngige, vollstindige Wiederholungen

des Versuches statt.

3.7.3.2 Aufnahme von Quantum Dots unter Atorvastatin

Da die zelluldre Aufnahme der konjugierten Quantum Dots iiber eine rezeptorvermittelte
Endozytose erfolgt, wurde untersucht, ob aufgrund eines durch Atorvastatin verdnderten
Mevalonatstoffwechsels und damit einer Beeinflussung der Membranzusammensetzung
sowohl der Zellmembran, aber auch endozytotischer Vesikel, eine Verdnderung der
Markeraufnahme zu beobachten ist, welche letztlich die gemessene Zahl an Ereignissen im

FACS beeinflussen konnte.
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Hierzu wurden humane mesenchymale Stammzellen bei ausreichender Zelldichte passagiert
und auf Zellkulturflaschen aufgeteilt. Die Hilfte der Stammzellen wurde wie oben
beschrieben unter Standardbedingungen in atorvastatinhaltigem Stammzellkulturmedium
(10 uM) fiir 8d expandiert. Die andere Hailfte wurde parallel in zusatzfreiem
Stammzellkulturmedium kultiviert. Diese Zellen dienten als Kontrolle.

Anschliefend wurden die beiden Zellpopulationen wie zuvor beschrieben mit QTracker®
655 oder 585 markiert und jeweils 100.000 Zellen in einer 50 cm® Zellkulturflasche ausgesit.
Nach Inkubation iiber Nacht wurde das Medium abgesaugt und einmalig mit PBS gespiilt.
Dann wurden die Zellen mittels Trypsinierung abgeldst und wie oben beschrieben fiir eine
durchflusszytometrische Analyse vorbereitet.

Nach Gating der lebenden Zellen wurde im Falle einer anndhernden Normalverteilung der
gefdrbten Zellpopulation der geometrische Mittelwert der Fluoreszenzintensitdt bestimmt.
Der Mittelwert der Fluoreszenzintensitidt der unter Atorvastatin expandierten Stammzellen
wurde dann mit dem entsprechenden Wert der zusatzfrei expandierten Zellen korreliert.

Dieser Versuch wurde insgesamt dreimal durchgefiihrt.

3.8  Laser Scanning Zytometrie

Um die erhaltenen quantitativen Ergebnisse zur Fusionshiufigkeit zwischen mesenchymalen
Stammzellen und Tumorzellen mit einer unabhédngigen zweiten Methode zu tiberpriifen,
wurde eine Laser Scanning Zytometrie ausgewdhlter Préparate durchgefiihrt. Diese Methode
bietet gegeniiber der Durchflusszytometrie den Vorteil, dass gleichzeitig zur Zytometrie
mikroskopisch iiberpriift werden konnte, ob es sich bei den registrierten, doppelt markierten
Ereignissen tatsdchlich um markierte Zellen oder Artefakte handelte.

Zunichst wurde fiir die Stammzelllinie und die jeweils benétigte Tumorzelllinie eine
Zellkulturflasche angelegt und die Zelllinie wie oben beschrieben expandiert. Dann wurden
die Stammzellen wie zuvor beschrieben mittels Quantum Dots markiert (s. 3.5.1) und mittels
einer Neubauer-Zihlkammer 100.000 Zellen ausgezdhlt; diese wurden in 15 ml
Stammzellkulturmedium suspendiert in eine 50 cm’-Zellkulturflasche (Sarstedt, Newton,
USA) tiberfiihrt. Nach Inkubation iiber Nacht wurde das bedeckende Medium abgesaugt und
die Zellen wurden einmalig mit 15 ml PBS serumfrei gespiilt. Dann wurden 1 Million zuvor
mittels  CellTracker™  Green = CMFDA  markierte =~ Tumorzellen in  15ml

Stammzellkulturmedium suspendiert und zu den Stammzellen hinzugegeben. Es folgte eine
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Koinkubation unter Standardzellkulturbedingungen fiir 48 h. Im Anschluss hieran wurde der
Uberstand in ein 30 ml-Kunststoffrohrchen abpipettiert und lichtgeschiitzt abgestellt. Zu den
adhirenten Zellen wurde dann 10 ml Trypsin-EDTA gegeben und die Zellen unter
Standardbedingungen inkubiert. Nach 5 min wurden 10ml Stammzellkulturmedium
hinzugefiigt um das Trypsin-EDTA zu inaktivieren und damit auch eine Schidigung der
Zellen zu vermeiden. Diese Zellsuspension wurde zum bereits abpipettierten Uberstand in
das entsprechende Kunststoffrohrchen gegeben, um alle adhdrenten und in Suspension
befindliche Zellen eines Ansatzes zu vereinen; diese wurden wie zuvor beschrieben
zentrifugiert, der Uberstand abgesaugt, das Pellet in 4 % Paraformaldehyd resuspendiert und
flir 5 min hierin belassen. Nach einer weiteren Zentrifugation und dem Absaugen des
Uberstandes wurde in 1 ml FACS-Puffer (DPBS; Gibco®; Invitrogen. Carlsbad, USA + 10 %
FCS; Gibco®) resuspendiert. AnschlieBend wurde die Suspension durch ein Zellsieb in ein
Rundbodenrohrchen gegeben und so mit PBS verdiinnt, dass sich in 100 pl 20.000 Zellen
befanden. Alle Arbeitsschritte erfolgten soweit moglich lichtgeschiitzt.

Fiir die Herstellung von Cytospins wurden silanisierte Objekttrager (Paul Marienfeld GmbH
& Co. KG, Lauda-Konigshofen, Deutschland) verwendet. Mittels Cytospineinsatz wurden die
Zellen in einer entsprechenden Zentrifuge (Universal 32 R; Hettich Zentrifugen GmbH,
Tuttlingen, Deutschland) fiir 4 min bei 1500 rpm zentrifugiert, nachdem die Halterungen,
Trichter und Objekttriger nach Anleitung zusammengebaut und in den Rotor eingehdngt
worden waren. AnschlieBend wurde der Uberstand vorsichtig abgesaugt. Die Objekttriger
mit den fixierten Zellen wurden schlielich luftgetrocknet und bis zur Analyse bei 4°C
gekiihlt gelagert.

Die Analyse der Fusionshiufigkeit erfolgte durch Bestimmung der Anzahl doppelt markierter
Zellen unter Verwendung eines Laser Scanning Zytometers (LSC™) sowie der
korrespondierenden Software zur Auswertung der gewonnenen Daten WinCyte® (beide
CompuCyte Corp., Cambridge, Massachusetts, USA).

Als Kontrollen dienten hierbei mit QTracker® 655 markierte Stamm- sowie CellTracker™
Green markierte Tumorzellen der entsprechenden Linie.

Anhand der maximalen pixelbezogenen Fluoreszenzintensitit (Colour Max Pixel) dieser
Kontrollen wurden zundchst Gates zur Abgrenzung markierter und nicht markierter Zellen
unter Beriicksichtigung der Autofluoreszenz und der Fluoreszenz des jeweilig anderen
Farbstoffes im anderen Kanal definiert. AnschlieBend wurden zunéchst sicher im griinen
Bereich emittierten Ereignisse quantifiziert, welche dann dahingehend tiberpriift wurden, ob

sie auch im roten Bereich emittierten. Die so gefundenen doppelt markierten Ereignisse
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wurden mikroskopisch kontrolliert, um zu bestitigen, dass es sich tatsdchlich um markierte
Zellen handelte. Dieser Versuch wurde exemplarisch fiir die Zelllinie SW2 in einem
dreifachen Ansatz durchgefiihrt. Das Experiment wurde insgesamt dreimal unabhingig

wiederholt.

3.9. Lektinzytochemie

3.9.1 Nachweis einer verinderten Expression von Oberflichenglykokonjugaten unter

Inkubation mit Atorvastatin in H82

Um die durch die Beeinflussung durch den B-HMG-CoA-Reduktase-Hemmer Atorvastatin
verdnderte Expression von Glykoproteinen und Glykolipiden im Bereich der Zellmembran
der eingesetzten Tumorzelllinie ndher zu charakterisieren, wurden verschiedene biotinylierte
Lektine eingesetzt, ndmlich Concanavalin A (Con A; Sigma-Aldrich; St. Louis, USA), Wheat
Germ Agglutinin (WGA; Vector Laboratories, Burlingame, Kalifornien, USA) und Phaseolus
vulgaris Leucoagglutinin (PHA-L; Vector Laboratories, Burlingame, Kalifornien, USA).
Eine Ubersicht iiber Herkunftsspezies und Zuckerspezifitit der eingesetzten Lektine findet
sich in Tabelle 2.

Die Bindung der Lektine wurde {iiber einen mit Streptavidin konjugierten
Fluoreszenzfarbstoff detektiert. Hierzu wurde bei unter Standardbedingungen mit oder ohne
Atorvastatinzusatz expandierten H82-Zellen zunéchst die Zellkonzentration (Zellzahl / ml)
unter Verwendung einer Zdhlkammer nach Neubauer (s. 3.3.7) bestimmt und anschlie3end
die Zellsuspension in 30-ml-Kunststoffrohrchen bei 1500 U/min fiir 10 min zentrifugiert
sowie der Uberstand verworfen.

Samtliche im Folgenden beschriebenen Arbeitsschritte erfolgten mit auf 4 °C gekiihlten
Medien und Reagenzien; alle Inkubationsschritte erfolgten ebenfalls bei 4 °C.

Die so gewonnenen Zellpellets wurden in 10 ml serum- und zusatzfreiem RPMI 1640
(Gibco®) resuspendiert und dann ein weiteres Mal zentrifugiert. Das entstandene Zellpellet
wurde in PBS gelostem einprozentigen PFA fiir die Dauer von 5 min fixiert. Nach erneuter
Zentrifugation wurde abermals in einer Menge RPMI 1640 resuspendiert, welche
entsprechend der zuvor bestimmten Zellzahl zu einer Zellkonzentration von 1 Mio. Zellen
pro ml fiihrte. Jeweils 1 ml dieser Zellsuspension wurden in Kunststoffrohrchen eingestellt

und in einer Kiihlzentrifuge (Universal 32 R; Hettich Zentrifugen GmbH, Tuttlingen,
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Deutschland) insgesamt dreimal bei 4000 U/min fiir 3 min zentrifugiert und anschlieBend
jeweils wieder in serumfreien RPMI 1640 resuspendiert, um das PFA aus der Suspension zu
entfernen. Das so entstandene Pellet wurde mit dem jeweiligen in 200 pl RPMI 1640
gelosten Lektin in einer Konzentration von 10 pg/ml fiir 30 min inkubiert. Das
Kunststoffrohrchen wurde dann auf 1 ml RPMI 1640 aufgefiillt und das Pellet wiederum
zweimal in serumfreien Medium gewaschen, um nicht gebundenes Lektin zu entfernen. Der
Uberstand wurde abgesaugt. Um eine Fluoreszenzmarkierung des gebundenen Lektins zu
erreichen, wurde das Pellet vorsichtig in 200 pul Streptavidin-Alexa Fluor® 488-Konjugat
(Invitrogen, Eugene, Oregon, USA) resuspendiert, welches zuvor in einem Verhéltnis von
1:500 in serumfreien RPMI 1640 verdiinnt worden war, und fiir weitere 30 min unter
Lichtabschirmung inkubiert.

Anschliefend wurde die Zellsuspension zentrifugiert und zweimalig in PBS gewaschen, um
nicht gebundenes Streptavidin-Fluoreszenzfarbstoffkonjugat zu entfernen. Das so
entstandene Zellpellet wurde in 1 ml FACS-Puffer gelost, in ein Rundbodenréhrchen mit
integriertem Zellsieb gegeben und auf Eis einer FACS-Analyse zugefiihrt.

Analyse und Auswertung erfolgten unter Verwendung eines Durchflusszytometers (BD
FACSAria™) sowie der korrespondierenden Software (FACSDiva™), wobei fiir jede
Messung jeweils ca. 50.000 Ereignisse einbezogen wurden.

Als MaB der Fluoreszenz wurde im zeitlichen Verlauf der Versuchsreihen die mittlere
Fluoreszenzintensitdt bestimmt. Unter Verwendung dieser sind zwar die Messwerte innerhalb
der Versuche vergleichbar, stellen aber keine Absolutwerte dar.

Dieser Versuch wurde bei mit oder ohne Atorvastatinzusatz expandierten Tumorzellen fiir
jedes Lektin in einem zweifachen Ansatz durchgefiihrt und in insgesamt vier unabhingigen
Versuchen wiederholt. Als Negativkontrolle dienten mit oder ohne Atorvastatinzusatz

expandierte Tumorzellen, an denen keine Lektinfarbung vorgenommen wurde.
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Tabelle 2: Ubersicht der im Rahmen der Charakterisierung der durch den B-HMG-CoA-Reduktaseinhibitor

Atorvastatin veranderten Glykokonjugatexpression in H82 eingesetzten Lektine

Lektin | Herkunfts- |Hersteller Konjugat Zuckerspezifitit
spezies

Con A | Canavalia Sigma-Aldrich Biotinkonjugat a-D-Mannose
ensiformis

o-D-Glucose

WGA | Triticum Vector Biotinkonjugat N-Acetylglucosamin
vulgaris Laboratories

PHA-L | Phaseolus Vector Biotinkonjugat Kohlenhydrate vom
vulgaris Laboratories komplexen Typ

3.10 Statistische Auswertungen

Fiir die entsprechenden statistischen Berechnungen sowie fiir die Erstellung der gezeigten
Diagramme wurde die Software GraphPad Prism (GraphPad Software Inc., San Diego,
Kalifornien, USA) verwendet, wobei hier p-Werte < 0,05 als statistisch signifikant bewertet
wurden.

Um eine Aussage iiber die angenommene Fusionshédufigkeit der eingesetzten Zelllinien
treffen zu konnen, wurde die gemessene Anzahl doppelt markierter Zellen im FACS zunéchst
auf die Gesamtzahl der erfassten Zellen in der durchflusszytometrischen Messung bezogen.
Im Rahmen der vergleichenden Betrachtung der Zelllinien kamen dann nach Priifung der
Normalverteilung eine univariate Varianzanalyse sowie anschlieBend ein Tukey's Multiple
Comparison Test zum Vergleich der Zelllinien untereinander zur Anwendung. Die
Bronchialkarzinomzelllinien wurden dann mittels eines Dunnett's Multiple Comparison Tests
mit der Kolonkarzinomzelllinie verglichen.

Im Rahmen der Auswertung der Versuche zur Fusionsinhibition durch den murinen
Antikorper, das Bizyklam AMD3100 sowie das Statin wurde zunédchst mittels eines
Kolmogorov-Smirnov-Testes die Normalverteilung der Messwerte gepriift. Anschliefend
fand ein ungepaarter zweiseitiger t-Test Anwendung, um eine statistisch signifikante
Beeinflussung der Fusionshédufigkeit zwischen mesenchymalen Stammzellen und

Tumorzellen durch die eingesetzten Substanzen zu priifen. Entsprechend wurde in der
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Auswertung der Versuche zur Lektinzytochemie verfahren. Bei der Auswertung der
Versuche mittels Laser Scanning Cytometry wurde nach Priifung der Normalverteilung der
Messwerte ebenfalls ein ungepaarter zweiseitiger t—Test angewendet, um die Ergebnisse mit
den Messwerten der Durchflusszytometrie zu vergleichen.

Die Ergebnisse zur Adhdsion wurden mittels eines nichtparametrischen Kruskal-Wallis

Testes auf signifikante Unterschiede gepriift.
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IV. Ergebnisse

4.1 Zellmorphologie und Adhisionsverhalten koinkubierter —mesenchymaler

Stammzellen und Zellen des kleinzelligen Bronchialkarzinoms

4.1.1 Lichtmikroskopische Beurteilung von humanen mesenchymalen Stammzellen und

Zellen des kleinzelligen Bronchialkarzinoms

Die im Rahmen der Arbeit verwendeten, humanen mesenchymalen Stammzellen imponierten
unter Standardzellkulturbedingungen innerhalb des betrachteten Passagezeitraumes als
adhérent, teilweise iiberlappend wachsend, wobei sich vom morphologischen Standpunkt
prinzipiell zwei unterschiedliche, mononukledre Zellkonfigurationen mit prominenten
Nukleoli abgrenzen lieBen: zum einen flachige, breitbasig adhdrente, eher polygonale Zellen

mit peripher teils unscharfer Begrenzung, zum anderen eher spindelformig elongierte Zellen.

Abbildung 4: Humane mesenchymale Stammzellen (hmsc) unter Standardzellkulturbedingungen.
Morphologisch lassen sich zwei unterschiedliche Zellkonfigurationen unterscheiden: (1) spindelformige Zellen
(weiBe Blockpfeile) und (2) flachige, polygonale, breitbasig adhirente Zellen (schwarze Blockpfeile). Schwarze

diinne Pfeile: Zellkerne.
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Bei Koinkubation von mesenchymalen Stammzellen und Zellen des kleinzelligen
Bronchialkarzinomes fanden sich im Falle der Zelllinie H82 nach 24 h Tumorzellaggregate
an der Stammzelloberfliche mit fehlender Abgrenzbarkeit von Zellgrenzen zwischen der
einzelnen Tumorzellen. Im Falle der Zelllinie SW2 fanden sich nach einem Tag
Koinkubation neben kleineren Zellaggregaten einzeln liegende, spindelformig elongierte
Tumorzellen, adhédrierend an der Stammzelloberflache. Bei der Zelllinie OH1 bildeten sich
vorzugsweise haufenformige, grolere Zellaggregate an den Stammzelloberflichen, wihrend
sich im Falle der Zelllinie OH3 eher lineare Anlagerungen von Tumorzellen beobachten
lieBen.

Die nachstehenden Abbildungen zeigen die lichtmikroskopischen Aufnahmen koinkubierter

Tumor- und mesenchymaler Stammzellen (Abb. 5 und 6).
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Abbildung 5: Humane mesenchymale Stammzellen und kleinzelligeTumorzellen in Koinkubation nach 0 und
24 h (a-d): (a) H82 in Suspension iiber adhérenten Stammzellen direkt nach Koinkubation, (b) Anlagerung und
Formation von Tumorzellaggregaten nach 24 h (schwarze Blockpfeile), (¢) SW2 in Suspension direkt nach
Koinkubation mit adhirenten Stammzellen sowie (d) SW2 24 h nach Koinkubation mit nun spindelformig

elongierten, angelagerten Tumorzellen (schwarze Blockpfeile).
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Abbildung 6: Humane mesenchymale Stammzellen und kleinzelligeTumorzellen in Koinkubation nach 0 und

24 h (a-d): (a) OHI in Suspension iiber adhdrenten Stammzellen direkt nach Koinkubation, (b) nach 24 h

Aggregation von Tumorzellen vorzugsweise im Bereich von Stammzellen (schwarze Blockpfeile), (c) OH3 in
Suspension direkt nach Koinkubation mit adhdrenten Stammzellen sowie (d) 24 h nach Koinkubation mit nun

peripher entlang der Stammzelle und ihren Zellfortsétzen angelagerten Tumorzellen (schwarze Blockpfeile).
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4.1.2 Rasterelektronenmikroskopische Beurteilung unter

Standardzellkulturbedingungen

Bei der rasterelektonenmikroskopischen Darstellung von Einzelzellen nach Koinkubation
von humanen mesenchymalen Stammzellen und Tumorzellen der Zelllinie H82 fanden sich
nach 48 h vereinzelte, bereits lichtmikroskopisch beobachtete, spindelférmig elongierte
Tumorzellen sowie teils haufenférmige, teils eher linear angeordnete Zellaggregate. Es zeigte
sich eine Adhdrenz der Tumorzellen an die mesenchymalen Stammzellen. Zwischen den
einzelnen Tumorzellen imponierte eine fehlende klare Definition der Zellgrenzen als Zeichen
von Tumorzellfusionen. Die nachstehenden Abbildungen verdeutlichen die beobachteten

Zellinteraktionen (Abb. 7).
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Abbildung 7: Elektronenmikroskopische Darstellung von an humanen mesenchymalen Stammzellen (hmsc)

adhirierenden Tumorzellen der Zelllinie H82 (a-d): Spindelformige Elongation von adhirenten Tumorzellen (a),
kettenformige Anordnung von fusionierenden Tumorzellen (b), Abflachung fusionierender Tumorzellen an der
Zellmembran der Stammzelle und (c) fehlende Darstellung von Zellgrenzen bei fusionierenden H82 mit teils

kugelig, teils stark abgeflacht imponierenden Tumorzellen (d). Schwarze Pfeile: Tumorzellen.
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4.2 Fluoreszenzmikroskopische Quantifizierung der Zelladhésion unter

Standardzellkulturbedingungen

Bei der fluoreszenzmikroskopischen Darstellung von koinkubierten mesenchymalen Stamm-
und Tumorzellen konnte nach Ablauf von 48 h bei Zellen sdmtlicher verwendeter Zelllinien
eine Adhdrenz an Stammzellen beobachtet werden. Diese war im Fall der Zelllinie H82 am
frithesten ausgeprégt; hier fanden sich bereits nach wenigen Stunden groflere Zahlen
adhdrierender = Tumorzellen.  Interessanterweise  zeigten sich die  deutlichsten
Adhidsionsphdnomene bei Zellen der Linie SW2; hier konnten nach 48 h grofie
Tumorzellaggregate an der Stammzelloberflache dargestellt werden. Eine zusammentfassende
Darstellung der Adhisionshéufigkeit findet sich in Abb. 8.

Bei der Beobachtung adhdrierender Tumorzellen konnten &uBerst selten Einzelzellen
beobachtet werden, welche nach 48 h Koinkubation sowohl den
Oberflachenfluoreszenzmarker als auch die zytosolisch lokalisierten Quantum Dots trugen;

somit konnten fusionierte Einzelzellen direkt dargestellt werden (s. Abb. 10).

100+

Stammzellen in %

g3
.
1

Anteil tumorzelltragender

H82 OH1 OH3 SW2
Zelllinie

Abbildung 8: Zusammenfassende Darstellung der unterschiedlichen Haufigkeit von an mesenchymalen
Stammzellen adhidrierenden Tumorzellen bei den eingesetzten Tumorzelllinien nach 48 h Koinkubation.
Auffillig ist die ausgeprdgte Adhirenz von Zellen der Linie SW2 an mesenchymale Stammzellen. Die

dargestellten Unterschiede sind allerdings statistisch nicht signifikant (p =0,083).
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Abbildung 9: Fluoreszenzmikroskopische Darstellung von Zellen des kleinzelligen Bronchialkarzinoms und
humanen mesenchymalen Stammzellen (hmsc). Mittels (a) griin fluoreszierender, FITC-konjugierter
Choleratoxinuntereinheit B markiertes Tumorzellaggregat und (b) spindelférmig elongierte Tumorzellen an der

Oberfldache mit rot fluoreszierenden Quantum Dots markierter Stammzellen.

N\

Abbildung 10: Fluoreszenzmikroskopische Darstellung von an humanen mesenchymalen Stammzellen (hmsc)
adhérierenden Tumorzellen der Zelllinie H82. Die kleineren Bronchialkarzinomzellen sind mit der griin
fluoreszierenden, FITC-konjugierten Choleratoxinuntereinheit B markiert, welche an GM;-Ganglioside bindet.
Die flachigen mesenchymalen Stammzellen sind mit rot fluoreszierendem QTracker® 655 markiert. Man
erkennt bei den Stammzellen kleinzellige Tumorzellen, welche Quantum Dot-haltiges Zytoplasma der

Stammzellen aufgenommen haben (a,b). Weiller Pfeil: Doppelt markierte Tumorzelle.
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4.3 Ergebnisse der Durchflusszytometrie

4.3.1 Ergebnisse der Quantifizierung der auftretenden Zellfusionen zwischen humanen

mesenchymalen Stammzellen und Zellen des kleinzelligen Bronchialkarzinoms

Die nachstehenden Abbildungen zeigen die Haufigkeit doppelt markierter Zellen in den
durchflusszytometrischen Analysen fiir die kleinzelligen Bronchialkarzinomzellen. In
samtlichen Einzelmessungen aller Zelllinien lieBen sich doppelt markierte Zellen als Surrogat
fiir stattgehabte Zellfusionen nachweisen. Das Auftreten von Zellfusionen stellt hierbei ein
insgesamt seltenes Ereignis dar, wobei fiir alle verwendeten Zelllinien eine Fusionsfrequenz
in dhnlicher Grofenordnung beobachtet werden konnte. Hierbei ergab sich in der univariaten
Varianzanalyse ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den einzelnen
Zelllinien (p = 0,0101). Fiir die Zelllinie OH3 fanden sich die hdochsten Werte doppelt
markierter Zellen mit einem einem Mittelwert von 2,14 + 0,64 %o; die Fusionshiufigkeit war
statistisch signifikant niedriger als fiir die Zelllinie SW2 (p < 0.05). Zu den Zelllinien H82
und OHI1 ergab sich kein signifikanter Unterschied. Fiir die Zelllinie H82 betrug die
Haufigkeit doppelt markierter Zellen 2,11 £ 0,59 %o. Auch hier war ein signifikanter
Unterschied lediglich im Vergleich zur Zelllinie SW2 festzustellen (p < 0,05). Im Falle der
Zelllinie OH1 fanden sich doppelt markierte Zellen in 1,68 = 1,01 %o; die Fusionshéufigkeit
war dabei im Vergleich zu keiner anderen beobachteten Zelllinie statistisch signifikant
unterschiedlich. Die niedrigste Detektionsrate doppelt markierter Zellen fand sich bei der
Zelllinie SW2 mit durchschnittlich 1,03 £ 0,65 %o mit einem wie zuvor bereits erwahnt
statistisch signifikantem Unterschied gegeniiber den anderen Zelllinien mit Ausnahme von

OHI.
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Abbildung 11: Zusammenfassende Darstellung der unterschiedlichen Héufigkeit doppelt markierter Zellen in
den durchflusszytometrischen Analysen fiir die einzelnen Zelllinien in %.. SW2 zeigte eine statistisch

signifikant niedrigere Fusionshdufigkeit als OH3 und H82 (p < 0,05).
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Abbildung 12: Scatter plot der Haufigkeit doppelt markierter Zellen in der Durchflusszytometrie fiir die
kleinzelligen Bronchialkarzinomzelllinien. Im Vergleich zu Zellen der Linien OH3 und H82 zeigten Zellen der

Linie SW2 eine statistisch signifikant niedrigere Fusionsfrequenz (p < 0,05).
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4.3.2 Ergebnisse der Quantifizierung der auftretenden Zellfusionen zwischen humanen

mesenchymalen Stammzellen und der Kolonkarzinomzelllinie HT29

Bei der Kolonkarzinomzelllinie HT29 fand sich die hochste Haufigkeit doppelt markierter
Zellen in der durchflusszytometrischen Analyse. Vermutete Zellfusionen wurden mit einer
Rate von 4,771 + 1,86 %o detektiert. Im Vergleich zu den kleinzelligen
Bronchialkarzinomzelllinien ergab sich damit ein statistisch signifikanter Unterschied zu
allen untersuchten Linien (p < 0,01). Die nachfolgenden Abbildungen zeigen die Haufigkeit
aufgefundener doppelt markierter Zellen bei HT29 im Vergleich zu den

Bronchialkarzinomzelllinien.
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Haufigkeit doppelt markierter
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Abbildung 13: Zusammenfassende Darstellung der unterschiedlichen Haufigkeit doppelt markierter Zellen in
den durchflusszytometrischen Analysen fiir die einzelnen Zelllinien in %o. Die Kolonkarzinomzelllinie HT29

zeigte eine statistisch signifikant hohere Fusionshédufigkeit als alle Bronchialkarzinomzelllinien (p < 0,01).
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Abbildung 14: Scatter plot der Haufigkeit doppelt markierter Zellen in der Durchflusszytometrie fiir Zellen der
Kolonkarzinomzelllinie HT 29 und Zellen des kleinzelligen Bronchialkarzinoms. Die Fusionsfrequenz der
Zellen der Kolonkarzinomzelllinie HT29 ist hoher als die der verwendeten Zellen des

Bronchialkarzinoms (p < 0,01).

4.3.3 Pharmakologische Beeinflussung der Zellfusion in der Durchflusszytometrie

4.3.3.1 Inhibition von CXCR4 mittels monoklonalen Antikorpern

Bei der Untersuchung der Wirkung einer CXCR4-Inhibition auf die Haufigkeit von
Fusionsereignissen zwischen humanen mesenchymalen Stammzellen und der Tumorzelllinie
HS82 durch Gabe eines inhibierenden, murinen Antikdrpers gegen diesen Rezeptor konnte
nach 48 h bei einer Konzentration des Antikdrpers von 10 ug/ml keine signifikante

Beeinflussung der Ereignishaufigkeit festgestellt werden (p > 0,05).

4.3.3.2 Inhibition von CXCR4 mittels AMD3100-Octahydrochlorid

Die Wirkung einer Gabe des Bizyklams auf die Hiufigkeit von Fusionsereignissen zwischen
humanen mesenchymalen Stammzellen und der Tumorzelllinie H82 ist in den Abbildungen
15 und 16 dargestellt. Die Anzahl der als doppelt markiert gemessenen Zellen in der

zusatzfreien Kontrolle wurde auf den Wert 1 normiert und in Bezug zu den als doppelt
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markiert gemessenen Zellen bei einer Konzentration von 10 pug/ml AMD3100
Octahydrochlorid gesetzt. Bei dieser Konzentration konnte nach 48 h in allen Versuchen eine
deutliche Zunahme der zweifach markierten Zellen beobachtet werden, und zwar erhohte sich
der Mittelwert detektierter doppelt markierter Zellen auf 100.000 untersuchte Zellen von
36,04 + 3,83 auf 77,63 + 9,85; dieser Anstieg war in Relation zur Kontrolle klar signifikant
(p = 0,0003).
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Abbildung 15: Zusammenfassende Darstellung der Wirkung des CXCR4-Inhibitors AMD3100 auf die
Fusionshéufigkeit zwischen Zellen der Tumorzelllinie H82 und Zellen der Stammzelllinie hmsc bei einer
Konzentration von 0 und 10 pg/ml des Bizyklams; angegeben ist die absolute Zahl der Fusionen auf 100.000

gemessene Ereignisse in der Durchflusszytometrie (p = 0,0003).

65



[+}]

w

(2]

-

=)

3 2.5-

Q

[72])

S 2.04

@ :

E 1.5+ ;

@

S :

2 :

= 0.5+

3 :

s 00 S
L 0 10
- AMD3100 [ug/mli]

Abbildung 16: Zusammenfassende Darstellung der Wirkung des CXCR4-Inhibitors AMD3100 auf die
Fusionshiufigkeit zwischen Zellen der Tumorzelllinie H82 und Zellen der Stammzelllinie hmsc bei einer
Konzentration von 0 und 10 pg/ml des Bizyklams. Die Kontrolle wurde auf den Wert 1 normiert. Es zeigt sich

eine signifikante Zunahme der Fusionsereignisse (p = 0,0003).

4.3.3.3 Beeinflussung durch den B-HMG-CoA-Reduktasehemmer Atorvastatin

4.3.3.3.1 Ergebnisse der Quantifizierung von auftretenden Zellfusionen

Die Wirkung einer Gabe des Statins auf die Haufigkeit von Fusionsereignissen zwischen
humanen mesenchymalen Stammzellen und der Tumorzelllinie H82 ist in den Abbildungen
17 und 18 zusammenfassend dargestellt. Die Anzahl der als doppelt markiert gemessenen
Zellen in der zusatzfreien Kontrolle wurde auf den Wert 1 normiert und in Bezug zu den als
doppelt markiert gemessenen Zellen bei einer Konzentration von 10 uM Atorvastatin gesetzt.
Bei dieser Konzentration konnte nach 48 h in allen Versuchen eine deutliche Zunahme der
zweifach markierten Zellen beobachtet werden, und zwar erhohte sich der Mittelwert
detektierter doppelt markierter Zellen von 74,78 + 7,53 auf 126,2 + 10,37. Damit ergab sich
eine Erh6hung der Detektionsrate doppelt markierter Zellen auf 169 % der Kontrolle. Dieser
Anstieg war in Relation zur Kontrolle klar signifikant (p = 0,0003).
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Abbildung 17: Zusammenfassende Darstellung der Wirkung des B-HMG-CoA-Reduktaseinhibitors
Atorvastatin auf die Fusionshdufigkeit zwischen Zellen der Tumorzelllinie H82 und Zellen der Stammzelllinie
hmsc bei einer Konzentration von 0 und 10 pM des Statins; angegeben ist die absolute Zahl der Fusionen auf

100.000 gemessene Ereignisse in der Durchflusszytometrie (p = 0,0003).
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Abbildung 18: Zusammenfassende Darstellung der Wirkung des B-HMG-CoA-Reduktaseinhibitors
Atorvastatin auf die Fusionshaufigkeit zwischen Zellen der Tumorzelllinie H82 und Zellen der Stammzelllinie
hmsc bei einer Konzentration von 0 und 10 pM des Statins. Die Kontrolle wurde auf den Wert 1 normiert. Es

zeigt sich eine signifikante Zunahme der Fusionsereignisse (p = 0,0003).
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4.3.3.3.2 Aufnahme von Quantum Dots unter Atorvastatin

Bei der eingesetzten Konzentration des Statins konnte nach 48 h in den untersuchten Proben
keine statistisch signifikante Beeinflussung der Aufnahme der Quantum Dots beobachtet
werden; es fanden sich sowohl leichte Zunahmen als auch leichte Abnahmen der
Fluoreszenzintensitidt als Korrelat der Markeraufnahme. Somit konnte eine relevante

Beeinflussung der Endozytose-vermittelten Markeraufnahme ausgeschlossen werden.

4.4 Ergebnisse der Laser Scanning Zytometrie

Die Ergebnisse der Quantifizierung der Fusionsfrequenz zwischen Zellen des kleinzelligen
Bronchialkarzinoms und mesenchymalen Stammzellen mittels Laser Scanning Cytometry
(LSC), welche exemplarisch fiir die Zelllinie SW2 durchgefiihrt wurde, ist in Abbildung 20
dargestellt. Die mittels LSC gemessene Fusionsfrequenz war statistisch signifikant niedriger
als die mittels Fluorescence Activated Cell Sorter (FACS) bestimmte Fusionshaufigkeit
(p =0,0094). Wahrend die mittlere Fusionsfrequenz fiir die Zelllinie SW2 in der LSC mit
0,35+ 0,07 %o gemessen wurde, ergab sich in der FACS-Analyse eine mittlere
Fusionshéufigkeit von 1,03 + 0,22 %e.

Dieser Unterschied wurde im Wesentlichen durch eine hohe Fusionsfreqenz in einer der drei
Versuchsdurchfiihrungen ~ verursacht; die  gemessenen  Fusionsereignisse  unter
Vernachldssigung dieser Versuchswiederholung stimmten  weitestgehend {iberein

(s. Abb. 21).
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Abbildung 19: Lichtmikroskopische und fluoreszenzmikroskopische Aufnahme wihrend der Laser Scanning
Zytometrie einer Tumorzelle der Zelllinie SW2. Lichtmikroskopische Bestétigung (a), dass es sich bei der
detektierten, beide Markierungen tragenden Zelle (b) um eine Einzelzelle handelt und damit nicht um ein

Zellaggregat oder Artefakt.
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Abbildung 20: Zusammenfassende Darstellung der Detektionshaufigkeit doppelt markierter Zellen in der Laser
Scanning Cytometry (LSC) und im Fluorescence Activated Cell Sorter (FACS) bei der Zelllinie SW2. Der
Unterschied in der detektierten Fusionsfrequenz zwischen Zellen der Tumorzelllinie SW2 und Zellen der

Stammzelllinie hmsc ist statistisch signifikant (p = 0,0094).
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Abbildung 21: Scatter plot der Fusionsfrequenz zwischen Zellen der Zelllinien SW2 und hmsc in der Laser
Scanning Cytometry (LSC) und im Fluorescence Activated Cell Sorter (FACS). Die detektierte
Fusionshiufigkeit stimmt in beiden Analysemodalititen weitestgehend iiberein. Ein statistisch signifikanter
Unterschied  ergibt  sich  aus  einer  hoheren  Fusionsfrequenz  in  einer der  drei

Versuchsdurchfiihrungen (p = 0,0094).

4.5 Ergebnisse der Lektinzytochemie

4.5.1 Nachweis einer verinderten Expression von Oberflichenglykokonjugaten unter

Inkubation mit Atorvastatin in H82

Die nachstehenden Abbildungen =zeigen die zusammenfassende Darstellung der
Untersuchungen zur Expression von Oberflachenglykokonjugaten mittels
Durchflusszytometrie (Abb. 23-25). Entsprechend ZellgroBe (Forward Scatter) und
Granularitit (Side Scatter) wurde zunichst die vitale Gesamtpopulation der untersuchten
Zellen definiert. Innerhalb dieser lieBen sich zwei Subpopulationen eingrenzen, namlich eine
im folgenden als P3 bezeichnete Subpopulation etwas groferer und niedriggranulédrer Zellen
sowie eine im folgenden als P4 bezeichntete Subpopulation kleinerer hochgranuldrer Zellen.
Aus jeder dieser Zellpopulationen wurde jeweils eine weitere Subpopulation definiert, welche
im Vergleich zur Autofluoreszenz der Kontrollen einen eindeutigen Markierungserfolg

zeigte, so dass in diesen Untergruppen lediglich sicher markierte Zellen verglichen wurden.
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Fiir Concanavalin A bindende Oberflachenglykokonjugate lie sich nach Kultivierung im
atorvastatinhaltigen Kulturmedium in keiner der betrachteten Zellpopulationen -eine
signifikante Anderung der mittleren Fluoreszenzintensitit als Surrogat der Lektinbindung
beobachten.

Fiir Wheat Germ Agglutinin bindende Oberfldchenglykokonjugate lie8 sich ebenfalls nach
Kultivierung im atorvastatinhaltigen Kulturmedium in keiner der betrachteten
Zellpopulationen eine signifikante Anderung der mittleren Fluoreszenzintensitit als Surrogat
der Lektinbindung beobachten.

Fiir Phaseolus vulgaris Leucoagglutinin bindende Oberflachenglykokonjugate zeigte sich in
der Gesamtpopulation sowie in allen untersuchten Subpopulationen ein Anstieg der mittleren
Fluoreszenzintensitit nach Expansion im statinhaltigen Kulturmedium (10 uM Atorvastatin);
dieser war fiir die Gesamtpopulation statistisch signfikant (p = 0,0397). Hier erhohte sich die
mittlere Fluoreszenzintensitit von 2567 + 410 auf 3027 + 401.
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Abbildung 22: Exemplarische Darstellung der durchflusszytometrischen Analyse der Bindung des Lektins
PHA-L an Zellen der Tumorzelllinie H82 nach Inkubation mit Atorvastatin mit Vergleich zur Kontrolle.
Darstellung der Fluoreszenzintensitdt der Kontrolle (a) gegeniiber den unter Einfluss des Statins expandierten
Zellen (b); man erkennt eine Zunahme der Fluoreszenzintensitit. Orangefarbene Fliche: P3, griine Flache: P4.

Darstellung des sicher markierten Anteils der Subpopulation P3 (hellgriine Punkte) und dem nicht markierten
Anteil (blaue Punkte) der Kontrolle (c¢) gegeniiber den unter Einfluss des Statins expandierten Zellen (d).
Darstellung des sicher markierten Anteils der Subpopulation P4 (gelbe Punkte) und dem nicht markierten Anteil

(blaue Punkte) der Kontrolle (e) gegeniiber den unter Einfluss des Statins expandierten Zellen (f).
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Abbildung 23: Zusammenfassende Darstellung der in der Durchflusszytometrie detektierten mittleren

Fluoreszenzintensitdt des Lektin/Streptavidinkonjugates an H82 fiir Concanavalin A (Con A) in Abhéngigkeit

von der Statinkonzentration im Kulturmedium. In keiner untersuchten Zellpopulation konnte eine statistisch

signifikante Anderung der Lektinbindung beobachtet werden (p > 0,05).
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Abbildung 24: Zusammenfassende Darstellung der in der Durchflusszytometrie detektierten mittleren
Fluoreszenzintensitdt des Lektin/Streptavidinkonjugates an H82 fir Wheat Germ Agglutinin (WGA) in
Abhingigkeit von der Statinkonzentration im Kulturmedium. In keiner untersuchten Zellpopulation konnte eine

statistisch signifikante Anderung der Lektinbindung beobachtet werden (p > 0,05).
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Abbildung 25: Zusammenfassende Darstellung der in der Durchflusszytometrie detektierten mittleren
Fluoreszenzintensitit des Lektin/Streptavidinkonjugates an H82 fiir Phaseolus vulgaris Leucoagglutinin
(PHA-L) in Abhingigkeit von der Statinkonzentration im Kulturmedium. Die Anderung der Lektinbindung ist
fiir die Gesamtpopulation P1 statistisch signifikant (p = 0,0397).
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V. Diskussion

Stammzellen und insbesondere deren potentielle klinisch-therapeutische Relevanz sind in den
letzten Jahren zunehmend zum Gegenstand medizinischer Forschung geworden.

Die besondere Eignung von Stammzellen fiir therapeutische Anwendungen griindet sich auf
deren Plastizitdt, also der Fahigkeit, sich in Zellen zu differenzieren, welche anhand ihres
Genexpressionsmusters sowie ihres funktionalen Phénotyps einem anderen adulten Gewebe
zuzuordnen sind, aus welchem sie isoliert wurden (Herzog et al., 2003). Fiir mesenchymale
Stammzellen wurde einer Differenzierung entlang mesenchymaler, aber eben auch endo- und
neuroektodermaler Linien beschrieben (Jiang et al., 2002; Mezey et al., 2000; Woodbury et
al., 2000; Petersen et al., 1999; Scintu et al., 2006; Herzog et al., 2003; Schwartz et al., 2002).
Daher werden derzeit verschiedene Anwendungsbereiche, welche von der
Stammzellplastizitit profitieren konnten, evaluiert wie beispielsweise die Regeneration von
Myokardgewebe nach ischdmischer Infarzierung (Orlic et al., 2001) oder von Leberzellen
(Petersen et al., 1999). Es ist Gegenstand kritischer Diskussion, inwieweit einer intrinsischen
Plastizitit zugeschriebene Ergebnisse beziiglich von vermuteten
Differenzierungsmdglichkeiten dieser Stammzellen auf Fusionsphinomenen beruhen kdnnten
(Terada et al., 2002; Ying et al., 2002).

Wenngleich Anwendungsmdglichkeiten mesenchymaler Stammzellen auch im Rahmen
maligner Erkrankungen experimentell untersucht werden beziechungsweise bereits klinisch als
autologe oder allogene Stammzelltransplantation nach Chemotherapie angewendet werden,
sind mogliche Interaktionen von Tumor- und Stammzellen bisher kaum untersucht (Corsten
und Shah, 2008).

Intensiv.  werden hingegen derzeit Eigenschaften und Vorkommen sogenannter
Tumorstammzellen  untersucht, einer = Subpopulation von  Tumorzellen  mit
Stammzelleigenschaften wie der Fahigkeit zur Selbsterneuerung und zur unbegrenzten
Proliferation (Savona und Talpaz, 2008; Jamieson et al., 2008; Reya et al., 2001). Die
Existenz derartiger Tumorstammzellen konnte unter anderem fiir das Mammakarzinom
(Al-Hajj et al., 2003), das Kolonkarzinom (O'Brien et al., 2007), das maligne Melanom
(Schatton et al., 2008) und fiir Hirntumoren (Singh et al., 2004) belegt werden. Diesen
Tumorstammzellen wird eine zentrale Bedeutung bei der Genese und Progression maligner
Tumore zugeschrieben (Reya et al., 2001; O'Brien et al., 2007). Die Herkunft dieser Zellen
ist jedoch derzeit letzlich ungeklért.
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Gegenstand dieser Arbeit war es daher, Zell-Zell-Interaktionen zwischen mesenchymalen
Stammzellen und Tumorzellen des kleinzelligen Bronchialkarzinoms in vitro zu
charakterisieren und hierbei insbesondere zu priifen, ob Zellfusionen zwischen diesen
Zellentititen zu beobachten sind. Vergleichsweise wurden hier Zellen der
Kolonkarzinomzelllinie HT29 einbezogen.

Licht-, fluoreszenz- und elektronenmikroskopisch konnte dabei die Adhésion von Zellen des
kleinzelligen Bronchialkarzinoms an mesenchymale Stammzellen beobachtet werden, wobei
diese Tumorzellen sonst {iiblicherweise im Medium flottieren; die Anlagerung von
Tumorzellen war dabei im Fall der Zelllinie SW2 am ausgeprigtesten. Die Tumorzellen
bildeten auf den Stammzellen grofere Zellaggregate. Die hierbei durch die Apposition der
Zellmembranen auftretende, enge rdumliche Beziehung von Stamm- und Tumorzellmembran
konnte den Beginn einer Zellfusion markieren. Fluoreszenzmikroskopisch konnten
schlieBlich Einzelzellen beobachtet werden, welche beide Fluoreszenzmarker trugen; somit
konnte eine direkte Darstellung fusionierter Zellen erfolgen. In den zur weiteren
Quantifizierung der beobachteten Fusionsphinomene durchgefiihrten
durchflusszytometrischen Untersuchungen konnte fiir alle untersuchten Zelllinien des
kleinzelligen Bronchialkarzinoms das Vorhandensein doppelt markierter Zellen als Surrogat
fiir stattgehabte Fusionen bestétigt werden. Interessanterweise bewegte sich die dabei
beobachtete Fusionsfrequenz bei den untersuchten Zelllinien in einer &hnlichen
GroBenordnung. So konnten fusionierte Zellen bei der Zelllinie OH3 in 2,14 + 0,64 %o, bei
der Zelllinie OH1 in 1,68 = 1,01 %o, und bei den Zelllinien H82 und SW2 in 2,11 + 0,59 %o
beziehungsweise in 1,03 + 0,65 %o gefunden werden. Hierbei ergab sich im Vergleich mit
den iibrigen Tumorzelllinien des kleinzelligen Bronchialkarzinoms lediglich fiir die Zelllinie
SW?2 ein statistisch signifikanter Unterschied (p < 0,05). Die aufgefundene Fusionshiufigkeit
stimmt dabei mit den in der einschlidgigen Literatur fiir andere Tumorentitdten beschriebenen
Fusionsfrequenzen weitestgehend iiberein. Das insgesamt iiberaus seltene Ereignis einer
Fusion von aus dem Knochenmark isolierten Stammzellen mit den von Terada et al. (2002)
verwendeten embryonalen Stammzellen wurde bei 2-11 auf 10° Knochenmarksstammzellen
beobachtet; die niedrigere Fusionsfrequenz in seinen Experimenten konnte darauf
zuriickzufiihren sein, dass dem Fusionspartner andere Stammzellen und nicht Tumorzellen
angeboten wurden, deren hohe Fusionsneigung — insbesondere auch bei Koinkubation mit
Stammzellen - weithin bekannt ist (Wakeling et al., 1994; Larizza und Schirrmacher, 1984;
Goldenberg et al., 1974; Pawelek und Chakraborty, 2008; Rizvi et al., 2006). So konnten

Janzen et al. (1971) nach Koinjektion zweier unterschiedlicher Tumorzelllinien, ndmlich

77



Sarkom- und Lymphomzellen, in 3 % der sich entwickelnden Tumore mittels
Chromosomenuntersuchung Hybridzellen detektieren. Spater beschrieben Rachkovsky et al.
(1998) zwischen Melanomzellen und Makrophagen - als einem weiteren von
Knochenmarkstammzellen abstammenden Zelltyp - eine Fusionsfrequenz von 1 Hybridzelle
auf 10°” Zellen.

In der Durchflusszytometrie fanden sich nicht nur auch Fusionen zwischen mesenchymalen
Stammzellen und den Zellen der Kolonkarzinomzelllinie HT29, sondern die Fusionsfrequenz
war mit 4,71 + 1,86 %o sogar statistisch signifikant hoher als fiir alle untersuchten Zelllinien
des kleinzelligen Bronchialkarzinoms. Jordan et. al. (1999) konnten immunhistochemisch
und durchflusszytometrisch nachweisen, dass Zellen der Linie HT29 ebenfalls CXCR4
exprimieren und dass dieser Rezeptor funktional aktiv ist. Insofern bleibt zu iiberpriifen, ob
es auch bei diesen Tumorzellen iiber die CXCR4/CXCL12-Achse zu einer gerichteten
Migration, Adhésion und schlieBlich Fusion mit mesenchymalen Stammzellen kommt oder
ob in Anbetracht der hohen spontanen Fusionsneigung von Tumorzellen hier ein
Basisphdnomen beobachtet wurde und eine Zellfusion zwischen den Zellentititen
Stammzelle und Tumorzelle ein verbreitetes Phdnomen darstellt (Pawelek und
Chakraborty, 2008; Rizvi et al., 2006).

Die in der Durchflusszytometrie bestimmte Fusionshdufigkeit zwischen mesenchymalen
Stammzellen und Tumorzellen wurde mit den Ergebnissen einer unabhéngigen Methode, der
Laser Scanning Zytometrie, verglichen; hierbei zeigte sich unter Beriicksichtigung der
methodisch bedingten Unterschiede insgesamt eine gute Ubereinstimmung zwischen den
beiden Verfahren: So wurde in der Laser Scanning Zytometrie die Fusionsfrequenz mit
0,35+ 0,07 %o gegeniiber 1,03 £ 0,22 %o in der Durchflusszytometrie bestimmt. Hierdurch
konnte zum einen das Auftreten von doppelt markierten Zellen bestditigt werden, zum
anderen konnte mit der Laser Scanning Zytometrie gezeigt werden, dass es sich bei den
detektierten Ereignissen in der Tat um intakte Einzelzellen handelt.

Die zell- und tumorbiologische Bedeutung der im Rahmen einer Zellfusion entstehenden
Hybridzellen ist letztlich ungekliart und Gegenstand kritischer Diskussion; insbesondere
erscheint eine Rolle dieser Zellen im Rahmen des Metastasierungprozesses moglich (Pawelek
und Chakraborty, 2008). Die Genese einer Subpopulation zur Metastasierung befdhigter
Tumorzellen innerhalb der Gesamtpopulation nicht metastasierender Zellen ist bisher nicht
befriedigend erklért. Es ist bekannt, dass Tumorzellen geno- und letztlich phanotypische
Alterationen nicht nur durch schrittweise akquirierte Mutationen, sondern auch durch

Zellfusion erwerben konnen (Lagarde und Kerbel, 1984). Dabei konnen Subpopulationen
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verdnderter biologischer Aggressivitidt und mit einem hoherem malignen Potential entstehen.
Eine Rolle von Tumorzellhybriden bei der Entstehung metastasierungsfdhiger Zellen wurde
mehrfach postuliert (Mekler, 1971; Goldenberg et al., 1974). Diese urspriinglichen Konzepte
fokussierten jedoch auf beobachtete Fusionen mit Leukozyten. Bedeutsam erscheint in
diesem Zusammenhang, dass mesenchymale Stammzellen in maligne Tumore und deren
Metastasen rekrutiert werden (Karnoub et al., 2007; Studeny et al., 2002). Dieses Phinomen
scheint dadurch erkldrbar, dass viele maligne Tumoren als Ort chronischer Inflammation
begriffen werden konnen (Coussens und Werb, 2002; Dvorak, 1986). In ebensolche Bereiche
werden mesenchymale Stammzellen bekanntermallen rekrutiert (Ortiz et al., 2003; Sasaki et
al., 2008). Mesenchymale Stammzellen verdndern dort durch die Ausschiittung parakriner
Faktoren wie CXCL12 die Wachstumsbedingungen der Tumorzellen und kénnen iiber die
Exkretion bestimmter Faktoren wie dem Chemokin CCL5 eine Steigerung der Motilitdt, der
Invasionsfihigkeit und damit des metastatischen Potenzials bewirken (Karnoub et al., 2007,
Orimo et al., 2005). Neben dieser Forderung der lokalen Progression scheint jedoch wichtiger
zu sein, dass durch Zellhybridisierungen hier Zellen mit einem metastastischem Phénotyp
entstehen konnten; interessanterweise dhnelt die Genexpression metastatischer Tumorzellen
derjenigen von migrationsfahigen Knochenmarkszellen (Pawelek und Chakraborty, 2008).
Bjerkvig et al. (2005) formulierten die Hypothese, dass Tumorstammzellen aus ebensolchen
Zellfusionen hervorgehen konnten. Dieses Konzept besitzt aufgrund der Tatsache, dass
Tumorzellen Stammzelleigenschaften wie Migrationsfahigkeit, Selbsterneuerung und
unbegrenzte Proliferationsfahigkeit direkt durch Hybridisierung erwerben konnten und nicht
erst durch schrittweise Mutationen akquirieren miissten, eine besondere Attraktivitit.
Interessanterweise sind viele Hybridzellen durch chromosomale Aberrationen und eine
Aneuploidie gekennzeichnet, beides Kennzeichen maligner Zellen (Duesberg, 2005). Jedoch
konnten durch Reduktionsteilungen nach Fusion teils wieder Zellen mit einem zahlenméBig
normalen Chromosomensatz entstehen, so dass letztlich auch diploide Zellen fusionierte
Zellen représentieren konnen (Bjerkvig et al., 2005).

Gleichzeitig ist nicht gekldrt, inwieweit bereits tempordre Membranfusionen zwischen
Stamm- und Tumorzellen zu Transdifferenzierungsphdnomenen beitragen konnten. So
konnte ein interzelluldrer Austausch von Proteinen und sogar Organellen iiber nanotubulare
Verbindungen beobachtet werden (Rustom et al., 2004). Hierdurch koénnen nicht im
jeweiligen Fusionspartner exprimierte Proteine ausgetauscht werden, und zwar {iber

temporire, tubuldr konfigurierte Membranausstiilpungen zwischen Zellen.
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Das Phinomen einer spontanen Fusion zwischen Tumorzellen sowohl untereinander als auch
zwischen malignen und somatischen Zellen ist bekannt und trdgt wahrscheinlich zur
genetischen und damit phénotypischen Heterogenitit von Tumoren bei (Wakeling et al.,
1994; Larizza und Schirrmacher, 1984).

Ferner konnte sowohl in vitro als auch in vivo belegt werden, dass aus dem Knochenmark
stammende Stammzellen mit einer Vielzahl anderer Zellen fusionieren, beispielsweise mit
Kardiomyozyten, Hepatozyten oder Purkinjezellen (Alvarez-Dolado et al., 2003; O Malley
und Scott, 2004). Stammzellen kdnnen mit einer somatischen Zelle ein Heterokaryon formen,
welches das Genexpressionsmuster der somatischen Zelle iibernimmt. Hierdurch kdnnen sie
den Phénotyp des Fusionspartners adoptieren. In der Literatur wird dies sowohl als mdglicher
Mechanismus der Transdifferenzierung von Stammzellen, aber ungleich wichtiger als
Argument gegen bestimmte beobachtete Differenzierungsvorginge angefiihrt, insbesondere
gegen solche, bei denen eine Differenzierung mesenchymaler Stammzellen nicht nur entlang
der mesenchymalen Linie postuliert wurde (Terada et al., 2002; Ying et al., 2002; Herzog et
al., 2003). Somit wird deutlich, dass ein bedeutender Anteil der einer intrinsischen Plastizitét
der Stammzellen zugeschriebenen Differenzierungsphéinomene auf Zellfusionen beruhen
konnte.

Bei einer Vielzahl solider maligner Tumoren ist das Vorhandensein einzelner disseminierter
Tumorzellen in verschiedenen anderen Organen nachgewiesen worden. Die Prdsenz einer
relativ groen Zahl von Einzelzellen stellt sich im Verhiltnis zur im direkten Vergleich
hierzu gleichzeitig niedrigen Rate an klinisch evidenten Metastasen auffallig diskrepant dar.
Pardal et al. (2003) fiihrten die Unterschiede im Potential zur Tumorinduktion auf
intrinsische Unterschiede zwischen den einzelnen Tumorzellen zuriick ohne letztlich
differenzierte Faktoren zur Genese dieser Unterschiede benennen zu konnen; eine zufrieden
stellende Erklédrung fiir diese scheinbare Ineffizienz des Metastasierungsprozesses konnte
somit bisher nicht gefunden werden (Pantel et al., 2008). Interessanterweise scheint hierbei
das Knochmark das zentrale Zielkompartiment einer solchen Disseminierung zu sein.
Innerhalb des Knochenmarkes kdnnen verschiedene, auch mesenchymale Stammzelltypen in
Kontakt zu diesen Tumorzellen gelangen (Bjerkvig et al., 2005). Dabei konnten in einer
geringen Frequenz durch Zellfusion Hybridzellen entstehen, welche die Fahigkeit zur
Selbsterneuerung und unbegrenzter Proliferation besitzen wiirden. Diese fusionierten Zellen
konnten damit zu klinisch evidenten Metastasen voranschreiten. Ebenso konnten die
entstandenen Hybridzellen die fiir viele aus dem Knochenmark stammende Zellen typische

Eigenschaft der Migrationsfahigkeit besitzen (Brabletz et al., 2005). Daher ist anzunehmen,
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dass solche Zellen den Ursprung weiterer Metastasen in anderen Organen bilden konnten
beziehungsweise, dass derartige Hybridzellen die zwischen Metastasen rezirkulierenden
Tumorzellen darstellen.

Zusammenfassend konnten durch Zellfusion entstandene Hybridzellen somit sowohl den
Ursprung der zur eigentlichen Tumorprogression erforderlichen Tumorstammzellen als auch
die Ursache fiir das selten zu beobachtende Fortschreiten disseminierter Tumorzellen zu
evidenten Metastasen darstellen. Ferner bietet das Konzept der Zellfusion eine schliissige
Erklarung flir den Metastasierungsprozess iiberhaupt.

Interessanterweise besitzen viele Tumorentititen hinsichtlich ihres Metastasierungsmusters
eine Organpriferenz: So lassen sich beim kleinzelligen Bronchialkarzinom iiberzufillig
hiufig Metastasen im Knochenmark, aber auch in den Nebennieren und im Gehirn
beobachten (Weiss, 1992). Im Knochenmark und in Lymphknoten sowie anderen Organen,
welche ein héufiges Ziel einer Metastasierung darstellen, wird vermehrt CXCL12
ausgeschiittet (Dorsam und Gutkind, 2007; Balkwill, 2004). Gleichzeitig konnte auf Zellen
maligner Tumore die Expression des entsprechenden Chemokinrezeptors CXCR4
nachgewiesen werden, so beim Mammakarzinom (Miiller et al., 2001), beim malignen
Melanom (Scala et al., 2006) und beim nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinom (Belperio et
al., 2004). Entsprechend der zugrundeliegenden Annahme einer Involvierung der
CXCR4/CXCL12-Achse bei der Filialisierung fand sich in Metastasen des letztgenannten
Tumors eine hohere Expression von CXCR4 als im Primartumor selbst (Phillips et al., 2003).
Burger et al. (2004) konnten zeigen, dass Zellen des kleinzelligen Bronchialkarzinomes
CXCR4 exprimieren; eine Aktivierung der CXCR4/CXCL12-Achse fiihrt dabei zu einer
gesteigerten Proliferationsrate der Tumorzellen und erhoht deren Motilitdt (Kijima et al.,
2002).

Um zu untersuchen, ob eine Inhibierung der CXCR4/CXCL12-Achse zu einer Verringerung
der Fusionsfrequenz zwischen mesenchymalen Stammzellen und Tumorzellen flihrt, wurde
der CXCR4-Inhibitor AMD3100 eingesetzt; hierbei fand sich bei einer Konzentration
von 10 pg/ml interessanterweise eine signifikante Erhohung der Detektionsrate an Zellen,
welche mit beiden Fluoreszenzfarbstoffen markiert waren (s. Abbildung 4.12). Diese
Beobachtung widerspricht zundchst der nahe liegenden Annahme, dass durch eine
Unterbrechung der CXCR4/CXCL12-Achse Chemotaxis und zielgerichtete Adhésion von
Tumorzellen an Stammzellen und damit letztlich die Fusionsfrequenz abnehmen miissten.
Fir das Bizyklam AMD3100 ist jedoch eine milde partialagonistische Aktivitét
(CXCL12-dhnlich) beschrieben (Trent et al., 2003). CXCL12 unterstiitzt die Proliferation von
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CXCR4" Tumorzellen iiber eine direkte Forderung des Zellwachstums sowie der
Uberlebensfihigkeit der Tumorzellen (Balkwill, 2004). Daher bleibt zu iiberpriifen, ob es
sich bei der hoheren Detektionsrate fusionierter Zellen unter Inkubation mit AMD3100 teils
um das Korrelat einer medikamentds induzierten, erhohten Proliferations- und
Uberlebensfihigkeit von Tumorzellen nach Fusion handeln kénnte.

Durch Gabe des monoklonalen Antikdrpers MAB172 gegen CXCR4 liel sich keine
Anderung der Fusionsfrequenz erreichen. Moglicherweise blockiert dieser Antikdrper
CXCR4 nicht vollstandig. Im Gegensatz zu AMD3100 blockiert dieser Antikorper jedoch
nicht die Internalisierung des Rezeptors, so dass nicht-antikorperbesetztes CXCR4 wieder
exponiert wird und fiir eine Bindung von CXCL12 weiter zur Verfiigung steht. Dies konnte
eine Erkldrung fiir den fehlenden Einfluss auf die Fusionshéufigkeit darstellen. Ferner ist
anzumerken, dass dieser Antikdrper im Gegensatz zum Bizyklam AMD3100 iiber keine
intrinsische Aktivitdt verfiigt. Somit kann es im Fall des Antikorpers nicht zu einem
partialagonistischen Effekt kommen, welcher iiber eine erhohte Uberlebens- und
Proliferationsfihigkeit von CXCR4" Zellen eine gesteigerte Fusionsfrequenz vorspiegeln
konnte.

Da mesenchymale Stammzellen CXCL12 und Zellen des kleinzelligen Bronchialkarzinomes
CXCR4 exprimieren, wire denkbar, dass durch Zellfusion Hybridzellen mit einer
Coexpression von Rezeptor und Ligand entstiinden, was zu einer autokrinen Stimulation des
Signalweges fiihren konnte. Diese Zellen miissten dann stirker proliferieren als die
urspriinglichen Tumorzellen.

Die Bedeutung der CXCR4/CXCL12-Achse im Rahmen der Zellmigration von Leukozyten
und hdmatopoetischen Stammzellen ist gut charakterisiert (Baggiolini, 1998; Homey et
al., 2002; Tachibana et al., 1998). Die Migration bestimmter Stammzellen und die
Metastasierung von CXCR4" Tumorzellen unterliegt dabei dhnlichen Mechanismen (Kucia et
al., 2005). Burger et al. (2003) konnten nicht nur nachweisen, das Zellen des kleinzelligen
Bronchialkarzinomes CXCR4  exprimieren, sondern auch, dass durch diesen
Chemokinrezeptor eine integrinvermittelte Adhésion an Stromazellen gefordert wird. Ngo et
al. (2008) zeigten kiirzlich, dass AMD3100 beim Morbus Waldenstrom die Adhdsion von
CXCR4", malignen Zellen an Stroma- und Endothelzellen unterbindet. Moglicherweise
bedingt die Blockade chemotaktischer Wirkungen des CXCL12 {iber eine geringere
Adhidsion und Tumorzellaggregatbildung an der Oberfliche von Stammzellen eine
konsekutiv hohere Fusionsrate, und zwar entweder iiber eine Erh6hung an freien, nicht durch

Tumorzellaggregate blockierten, fusionsrelevanten Oberflachenrezeptoren oder iiber eine
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Alteration dem CXCR4 nachgeschalteter biochemischer Prozesse eine gesteigerte
Fusionsneigung. Bemerkenswerterweise erhoht AMD3100 in vivo die Mobilitdit und
Migrationsbereitschaft von CXCR4" Zellen (Calandra et al., 2008; Liles et al., 2003). Daher
bleibt vor dem Hintergrund der beobachteten Ergebnisse zu vermuten, dass, selbst wenn eine
CXCR4-Inhibition die zielgerichtete Chemotaxis und Adhédsion von Tumorzellen an
mesenchymale Stammzellen verringert, eine gesteigerte Mobilitdit der in Suspension
befindlichen Tumorzellen in vitro trotzdem zu einem hédufigeren Kontakt potentieller
Fusionspartner und damit schlieBlich zu hoheren Fusionsfrequenzen fiihren konnte.
Interessanterweise ldsst sich durch Substitution mit Metallionen die Affinitit von AMD3100
zum Rezeptor um ein Vielfaches steigern (Gerlach et al., 2003). Ob hierdurch auch die
zellbiologischen Effekte des CXCR4 Inhibitors wie die erhdhte Fusionsfrequenz gesteigert
werden, bleibt zu tiberpriifen.

In der Literatur sind erfolgreiche Versuche einer Reduktion der Metastasierungshédufigkeit in
vivo durch Inhibition der CXCR4/CXCL12-Achse dokumentiert, und zwar beispielsweise fiir
das Mammakarzinom (Miiller et al., 2001). Wenn hierdurch allerdings gleichzeitig aufgrund
von Zellfusionen zwischen Stamm- und Tumorzellen Hybridzellen entstiinden, welche fiir
eine Metastasierung essentielle Eigenschaften wie Migrationsfahigkeit, Selbsterneuerung und
unbegrenzte Proliferationsfahigkeit von im Gewebe liegenden Stammzellen erhielten,
konnten unbeabsichtigt biologisch aggressivere Tumorzellen entstehen (Pawelek und
Chakraborty, 2008; Lagarde und Kerbel, 1984). Daher unterstreichen die in der vorliegenden
Arbeit erhobenen Ergebnisse die Notwendigkeit der kritischen Uberpriifung des eventuellen
Einsatzes von CXCR4-Inhibitoren zur Pravention einer Metastasierung.

Simons postulierte bereits vor zwanzig Jahren die Existenz von lipid rafts, dynamischen,
heterogenen Ansammlungen von Cholesterol und Sphingolipiden in der Lipidmembran der
Zelle (Simons und van Meer, 1988). Diese lipid rafts kdnnen Proteine einschlieBen wie die
a-Untereinheiten von heterotrimeren G-Proteinen oder Glycosylphosphatidylinositol-Anker
(GPI-Anker), welche Glykoproteine in der Lipidmembran verankern (Simons und Toomre,
2000). Lipid rafts mit den enthaltenen Sphingolipiden, Cholesterol und Glycolipiden sind
sowohl an Endozytosevorgidngen als auch an Membranfusionen bei verschiedenen
Virusfamilien beteiligt (Hanzal-Bayer und Hancock, 2007; Teissier und Pécheur, 2007).

In der Literatur wird fiir Statine iiber eine Beeinflussung der Cholesterol- und
Dolicholsynthese eine Fusionsinhibition beschrieben: So konnten Jamieson et al. (1992)
zeigen, dass sich die Fusion von Myoblasten mittels des Statins Lovastatin verhindern lasst.

Belo et al. (1993) konnten bei Myoblasten vertiefend eine verringerte Bindung der Lektine
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Con A und WGA an Oberflichenglykoproteine beschreiben, wenn diese unter Einfluss von
Lovastatin beziehungsweise Mevastatin inkubiert wurden, so dass postuliert wurde, dass eine
verringerte Expression von fusogenen Oberflichenglykoproteinen zu einer reduzierten
Fusionfrequenz fiihren wiirde. Um eine potentielle Inhibition von Zellfusionen zwischen
mesenchymalen Stammzellen und Tumorzellen durch Statine zu iiberpriifen, wurde daher die
Fusionsfrequenz unter Statinexposition gegeniiber einer Kontrollgruppe bestimmt.
Gleichzeitig wurde eine Charakterisierung der Expression von Oberfldchenglykoproteinen
mittels Durchflusszytometrie angestrebt. Interessanterweise fand sich auch hier eine
statistisch signifikante Erhohung der Fusionsfrequenz, und zwar auf 169 % der Kontrolle.
Kucia et al. (2005) konnten demonstrieren, dass durch Depletion des Membrancholesterols
mittels eines B-HMG-CoA-Reduktasehemmers die Migration von CXCR4" Tumorzellen
entlang eines CXCL12 Gradienten gestort werden kann, wobei wahrscheinlich die Bildung
von lipid rafts gestort wird (Schmidmaier et al., 2004). Unter Berlicksichtigung dieser
Beobachtungen konnte die erh6hte Fusionsfrequenz zwischen Stamm- und Tumorzellen unter
Atorvastatin auf eine zumindest funktionelle Depletion von CXCR4 und damit eine
verringerte Adhdsion und gesteigerte Tumorzellmobilitit zuriickzufiihren sein, wenngleich
der genaue Mechanismus der Erhohung der Fusionsrate Gegenstand weiterer Untersuchungen
sein muss.

Da Quantum Dots tiiber den Mechanismus einer rezeptorvermittelten Endozytose
aufgenommen werden, galt es, eine Beeinflussung der Markierung durch eine Statingabe mit
einer konsekutiven Verdnderung der Membranzusammensetzung auszuschlieBen. Hierzu
wurde die mittlere Fluoreszenzintensitidt nach Quantum Dot Markierung von mit und ohne
Atorvastatinzusatz expandierten Stammzellen bestimmt, wobei sich kein statistisch
signifikanter Unterschied beobachten lieB3, so dass eine Beeinflussung ausgeschlossen werden
konnte.

Um eine verdnderte Expression von Oberflichenglykokonjugaten unter Atorvastatineinfluss
ndher zu charakterisieren, wurden Lektine mit einer Zuckerspezifitit gegen a-D-Glucose, a-
D-Mannose, N-Acetylglucosamin und Kohlenhydrate vom komplexen Typ eingesetzt.
Hierbei fand sich zum einen eine statistisch signifikant erhohte Bindung des Lektins PHA-L
bei unter Atorvastatineinfluss inkubierten Tumorzellen, zum anderen keine signifikante
Beeinflussung des Bindungsverhaltens der zur Charakterisierung der Myoblasten
verwendeten Lektine Con A und WGA. Die mittlere Fluoreszenzintensitit in der
Durchflusszytometrie fiir PHA-L erhohte sich in allen untersuchten Subpopulationen, wobei

der Anstieg fliir die Gesamtpopulation statistisch signifikant war. Somit konnte gezeigt
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werden, dass unter Atorvastatin die Expression bestimmter Oberflichenglykoproteine
alteriert wird, wodurch eine Anderung des Fusionsverhaltens zu erwarten ist. Anzufiihren ist
hier, dass die von Jamieson et al. (1992) beschriebene Fusionsinhibition sich auf Versuche
mit gleichartigen Zellen (Myoblasten) bezieht; ferner ist vorstellbar, dass die durch Statine
alterierte Expression von Oberflichenglykoproteinen fiir verschiedene Zelllinien nicht
identisch ist.

Vor dem Hintergrund, dass eine Anwendung von B-HMG-CoA-Reduktaseinhibitoren
zunehmend sowohl in der Pridvention maligner Erkrankungen als auch in deren Therapie
diskutiert wird, scheint die mogliche Beeinflussung von Stammzell-Tumorzellinteraktionen
bisher wenig beriicksichtigt und sollte somit Gegenstand weiterer Untersuchungen sein
(Kusama et al., 2002; Paragh et al., 2003).

In der vorliegenden Arbeit konnten nicht nur spontane Fusionen zwischen Zellen des
kleinzelligen Bronchialkarzinomes und mesenchymalen Stammzellen aus dem Knochenmark
nachgewiesen werden, sondern es konnte auch gezeigt werden, dass die Fusionsfrequenz
pharmakologisch durch Verdnderung der Zellmembranstruktur und durch Inhibition von
Chemokinwegen beeinflusst werden kann. Die weitere Charakterisierung der entstehenden
Hybridzellen und ihre Bedeutung fiir den Metastasierungsprozess in vivo sollte Gegenstand

weiterer Untersuchungen sein.
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VI. Zusammenfassung

Mesenchymale Stammzellen des Knochenmarkes sezernieren das Chemokin CXCL12, das
vom Chemokinrezeptor CXCR4 auf Zellen des kleinzelligen Bronchialkarzinomes gebunden
wird und so zu einer Wachstumsstimulation fithrt, weshalb es vermutlich zu einer besonders
hiufigen Metastasierung des kleinzelligen Bronchialkarzinoms in das Knochenmark kommt.
Durch Fusion von CXCR4" Tumorzellen mit CXCL12 exprimierenden Stammzellen konnten
so Zellen mit einem aktivierten autokrinen Signalweg entstehen.

Ziel dieser Arbeit war es daher, die Frage einer moglichen Zellfusion zwischen Stamm- und
Tumorzellen fiir vier Bronchialkarzinomzelllinien (H82, SW2, OH1, OH3) zu untersuchen.
Zusitzlich wurde untersucht, ob die Fusionsfrequenz pharmakologisch beeinflusst werden
kann.

Das seltene Ereignis einer Tumorzell-/Stammzellfusion konnte fluoreszenzmikroskopisch,
durchflusszytometrisch und in der Laser Scanning Zytometrie bestitigt und quantifiziert
werden. Dazu wurde eine direkte, quantitative Nachweismethode fiir Zellfusionen mittels
Durchflusszytometrie  entwickelt.  Die  hochste  Fusionsfrequenz ~ unter  den
Bronchialkarzinomzellen konnte dabei bei der Zelllinie OH3 beobachtet werden, ndmlich
2,14 £ 0,64 %o. Die Fusionsfrequenz konnte sowohl durch Gabe des - die
Zellmembranfluiditdt beeinflussenden - B-HMG-CoA-Reduktaseinhibitors Atorvastatin als
auch durch Blockade des Rezeptors CXCR4 mittels des Bizyklams AMD3100 in
signifikantem Mafe erhoht werden. Dabei konnte ausgeschlossen werden, dass durch das
Statin eine relevante Beeinflussung der Aufnahme an Quantum Dots erfolgt. Mit dem
verwendeten blockierenden Antikdrper gegen CXCR4 lieB sich die Fusionsfrequenz
hingegen nicht beeinflussen. Die nédhere, exemplarisch fiir die Zelllinie H82 durchgefiihrte
durchflusszytometrische Charakterisierung der durch Atorvastatin hervorgerufenen
Verdnderungen in der Glykokonjugatzusammensetzung der Zellmembran zeigte eine
signifikant erhohte Expression von komplexen Kohlenhydratresten. Da ein deutlicher
Einfluss sowohl einer Statingabe als auch einer CXCR4-Inhibition auf die Interaktion von
Tumor- und Stammzellen gefunden wurde, sollte vor dem Hintergrund der zunehmenden
tumortherapeutischen und priaventiven Anwendung dieser Substanzen die Relevanz dieser
Ergebnisse fiir die Progression der malignen Erkrankung in Tiermodellen und weiteren

experimentellen Studien tiberpriift werden.
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